UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR

Vias de activacion de caspasas durante la muerte apoptoética de
las células granulares de cerebelo en cultivo inducida por
estaurosporina y bajo potasio

TESIS
Que para obtener el grado de

DOCTORA EN CIENCIAS
Presenta:

Biol. Andrea Caballero Benitez

Director de Tesis:

Dr. Julio Moran Andrade

Ciudad Universitaria 2003




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



PAGINACION
DISCONTINUA



TESIS
CON
FALLA DE
ORIGEN



ESTE TRABAJO SE LLEVO A CABO BAJO LA DIRECCION DEL DR. JULIO
MORAN ANDRADE EN EL DEPARTAMENTO DE NEUROCIENCIAS DEL
INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR, UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

TESIS GO
FALLA DE O




ESTE TRABAJO SE REALIZO CON EL APOYO DEL CONSEJO NACIONAL DE
CIENCIA Y TECNOLOGIA (CONACyT) Y DE LA DIRECCION GENERAL DE
ASUNTOS DEL PERSONAL ACADEMICO (DGAPA), AL PROYECTO 36235N
(CONACYT) Y IN-203400 (PAPIT-UNAM), ASi COMO POR EL APOYO
OBTENIDO POR PARTE DEL PROGRAMA DE APOYO A LOS ESTUDIOS DE
POSTGRADO (PAEP) (CLAVE DEL PROYECTO 102306), Y POR UNA BECA
DE DOCTORADO OTORGADA POR EL CONACyT Y LA DIRECCION
GENERAL DE ESTUDIOS DE POSTGRADO (DGEP)

TESIS CCN
FALLA DE (TIGE




A la memoria de mi padre, por haber sido un verdadero ejemplo de rectitud y
lealtad.

A Chuchito, por todo lo que significas para mi.
A mi madre, carinosamente.

A mis hermanas

A Saul, con respeto y admiracion, por ser el nifio mas agradabie del mundo,
por hacer las cosas que haces y por la forma que tienes de ver la vida, a
pesar de ser tan pequeiio.

A mi tio Emilio, muy respetuosamente, por el apoyo que he sentido de tu
parte estos Gltimos anos.

A Mani, jel mejor de los amigos!, por todas esas cosas que nos unen.

A los amigos

A Manchitas, Neco y Fredo.




AGRADECIMIENTOS

A Julio, por todos los afios compartidos, por tu interés y tus consejos, por
haberme permitido iniciarme en esta dificil carrera y hacer las cosas siempre
agradables.

A Silver, por todos los momentos, buenos y malos, que hemos compartido,
por ser mi verdadero amigo y mi buen ejemplo a seguir. Por ese apoyo
incondicional. jGracias por todo!

A Tamara, siempre has estado cerca y siempre has hecho que mi vida tenga
momentos muy gratos. jGracias mil por seguir a mi lado!

A Paty, Silvia y Pedro, siempre estan presentes y son ya parte de mi vida. En
verdad les quiero mucho.

A los amigos que estan lejos

A Lupita, por todas esas cosas que hemos compartido, por el apoyo
brindado en aquel momento dificil y por todos los buenos momentos.

" Atodos: mi_s""c‘_korﬁ‘\pa_t""lér‘ovs' del laboratorio, por soportarme y tolerarme, por
hacer que'mikt’r_a‘br_‘ajo en.este lugar haya sido agradable y disfrutable.

o~

TRSTS CON
T h T CTATVRY
FALLL 0% CLiGE

)



Agradezco a los miembros de mi comité tutoral: Dr. Julio Moran A., Dra.
Lourdes Massieu T., Dr. Mauricio Diaz M. Por su valiosa contribucion y
asesoria a los largo de estos aifos.

A los miembros del jurado: Dra. Clorinda Arias A., Dra. Limei Zhang Ji, Dra.
Lourdes Massieu T., Dr. Ignacio Camacho A., Dr. Agustin Guerrero H., Dr.
Felipe Vadillo O., Dr. Julio Moran A. Por el tiempo dedicado a la revision de
este trabajo, por sus atinados comentarios y sus contribuciones al mismo.

A Guadalupe Dominguez Macouzet, por su asesoria técnica y su importante
colaboracion durante la realizacion de este trabajo.

TESIS CCH
FALLA DT Z::9FN




iNDICE
ABSTRACT
RESUMEN
INTRODUCCION
EL CEREBELO
ANTECEDENTES GENERALES
Papel de la muerte celular programada (MCP)

durante el desarrollo
Moléculas reguladoras del proceso apoptotico

CASPASAS

Caspasa-2
ANTECEDENTES DIRECTOS
HIPOTESIS
OBJETIVOS
MATERIALES Y METODOS

Obtencidn de cultivos primarios de CGC

Ensayo de sobrevivencia mediante la técnica del MTT

Determinacién de la condensacion de nucleos en CGC

(Tincién con Hoechst)
Medicion de actividad de caspasas

Analisis de ptoteinas (Técnica del Western blot, WB)
Técnica para la obtencion de fracciones citosdlicas y mitocondriales

(Fraccionamiento celular)
Analisis estadistico

RESULTADOS

-

& N

10

14

15
23

26
27
28
29
29
29
30
30
31

31
32

33

EFECTO DE LA PRIVACION DE ESTIMULACION DESPOLARIZANTE
(K25-K5) Y LA ESTAUROSPORINA (STS) EN LA MORFOLOGIA Y
SOBREVIVENCIA DE LAS CGC

EFECTO DEL K5 Y LA STS EN LA CONDENSACION DE MATERIAL

NUCLEAR DE CGC - PR
TESTS C:
EEIBRES) L

FALLA 2B .. -2




ACTIVACION DE CASPASAS POR K5 Y STS
Actividad de caspasa-3
Actividad de caspasa-8
Actividad de caspasa-9
Actividad de caspasa-1
Actividad de caspasa-2
Translocacion de citocromo c

EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LAS CASPASAS EN LA
MORFOLOGIA Y SOBREVIVENCIA DE LAS CGC

ANEXO

EFECTO DE LA C2-CERAMIDA EN LA MUERTE
APOPTOTICA DE LAS CGC

RESULTADOS

EFECTO DE LA C2-CERAMIDA EN LA MORFOLOGIA
Y SOBREVIVENCIA DE LAS CGC

ACTIVACION DE CASPASAS POR C2-CERAMIDA
Actividad de caspasa-3
Actividad de caspasa-9
Translocacion de citocromo c

Actividad de caspasas-2 y -8

EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE CASPASAS EN LA
MORFOLOGIA Y SOBREVIVENCIA DE LAS DE LAS CGC

DISCUSION
RESUMEN DE RESULTADOS
CONCLUSION GENERAL

REFERENCIAS

eI

LW AN

35
35
36
37
37

39
39

40

43
43

44

44
46
46
47
49
50
50
55
63
63

65



ABSTRACT

Apoptotic cell death is. a physnologlcal process whose mechamsms . 're’g"ul‘a‘ti:on at

the molecular and: cell
as caspases. Theys'
and executione

; preparatlon Staurosporx
ind

that .this caspase’is

c It death lnduced by any of
rs: on the wablllty and morphology

these treatments: Th
of these celis treated e, ceramlde and K5 supported these results.
Cerebellar granule cells treated wnth mhlbltors of caspase-g protected from death

when cuitures were treated w:th K5 or ceramide. Also, in staurosporine-treated
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"cultures, the’inéubation with caépase inhibitors partially protected CGC, being
caspase-2° and —-9 |nh|b|tors the most eff'cnent The results obtamed in thls study

RESUMEN

n proceso fleloglCO cuyos

mecanismos de regulacron estan bajo eI control de dlferentes moleculas como las

caspasas, que se cIasnf‘can n: |n|C|adoras corno a caspasas 8 y -9, y como

efectoras, que mcluye,‘a 1a!

sustrato endogeno dela caspasa—S ‘En‘est studlo demostramos por pnmera vez

“la partncnpaclon de’ caspasa-2 en: esta. preparaclon La estaurosporma indujo

preferenternente ‘la“ activacion’ y fragmentacnon de’la caspasa-2, cuyo curso
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temporal sugiere que su activacién se induce antes de la activacion de la caspasa-

3. La ceramlda lnduce tamblen Ia actnvacuon de la caspasa-2 sm embargo tuene
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INTRODUCCION

El Sistema Nervioso (SN) constituye una de las estructuras mas complejas del
organismo, con un alto grado de organizacidén funcional y estructural. Esto se debe
en gran parte al resultado de una serie de eventos regulados finamente que se
llevan a cabo de una manera. coordlnada en el tiempo y en el espacio durante el
O, el SN lleva a cabo una sene de funcxones muy

desarrollo embrlonarlo ”"Asi mlsm

complejas \ dlversas que dependen de Ias lnterconexlones precnsas formadas por

nervnoso central (SNC) Un > v
SN esla part:cxpacuon de senales externas Ias-cuales determinaran el destino




dltimo de las. células, ‘ya sea hacia un proceso de muerte y remocion de las
mismas o a Ia sobrevuvencna Y formac:on de Ios curcwtos neuronales, definiendo

SNC (F’urves v Luchtamn 1995)

que reprlman ° actlven la exp

procesos cuyo fin ultimo es'la’'m ede’lacelula

EL CEREBELO

dlferentes proceso

neuronas lnterconectadas

(Figura 1).
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Figura 1. Organizacidon anatomica del cerebelo. El cerebelo tiene tres regiones funcionales: el
vermis central y las zonas lateral e intermedia en cada hemisferio. A) Seccidn sagital media. Se
muestra la posicion del cerebelo en relacion al tallo cerebral y las estructuras foliadas del cerebelo.
B) La fisura primaria divide al cuerpo del cerebelo en dos ldbulos, anterior y posterior. La fisura
posterolateral separa el I6bulo floculonodular (Tomado de DeLong, 2000).
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La corteza cerebelar es una estructura formada por 3 capas que contienen
5 tipos neuronales. Ias celulas estrelladas las celulas en canasta Ias células de

Golgi, las celulas de F’urklnje.y Ias cel‘ulas)granulares (Flgura 2) La capa 'externa o

Molecular
layer

Purkinje
cell
layer

Granule
cell
layer

Granule cell

Mossy fiber

!
Stc.llatl. Golgi cell
cell
Basket cell

Purkinje cell axon  Climbing fiber

0 Fw Sinaner Ascnrinres

Figura 2. Arreglo citoarquitecténico de la corteza cerebelar. Seccidn vertical de una folia de la
corteza cerebelar que muestra la distribucion de los tipos celulares que conforman las tres capas
de la corteza cerebelar. Molecular layer (capa molecular); Purkinje cell layer (capa de células de
Purkinje); granule cell layer (capa de celulas granulares); parallel fiber (fibra paralela); Purkinje cell
(célula de Purkinje); granule cell (célula granular); mossy fiber (fibra musgosa); stellate cell (célula
estrellada). basket cell (ce€lula en canasta); Golgi cell (celula de Golgi); Purkinje cell axon (axén de
ceélula de Purkinje); climbing fiber (fibra trepadora).
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Debajo de la capa molecular se encuentra la capa de células de Purkinje,"
que contxene los cuerpos celulares de estas neuronas (50 a 80 HJm de dlametro)

neuronas de la medula esplnal Estas t"bras tlenen mflu n

|nforrnaC|on genetlc y de stlmulos externos. Se sabe que las células granulares
presentan pequenos arboles dendrltlcos y las prlmeras innervaciones que reciben




durante el desarrollo vienen de una poblacnén de fibras musgosas exc:tadoras que
provienen del puente y.de'la médula esplnal (Altman 1972).: Esto ,ocurre en_ el
qumto dla posnatal‘ Las fb s’musgosas acen contacto.con: Ia dendntas de Iasf—

del _cerebelo’ del: ratéh‘,‘“‘;yhé*y'f ‘u"\nb




expresion es requenda por las células para mantener su actividad metabodlica y

sobrevnvnr

‘muerte‘de CGC que .

studlado el. efecto de sla

sabe tamblen que las CGC requieren de dxcha condncnon in vitro solo durante un
tiempo corto, tiempo que coincide con la actividad de Ias fibras musgosas sobre
dichas células in vivo (Balasz et al, 1988). " '

ANTECEDENTES GENERALES
Papel de la muerte celular programada (MCP) durante el desarrollo.
La MCP ocurre gradualmente a través de un mecanismo apoptético ‘un: e\)ento

bioldgico en el que intervienen una gran cantidad de moleculas que regulan estev
proceso a dlferentes niveles. Este tipo de: muerte se caractenza por una serie de B

cambios morfologlcos y b|oquxmxcos que' la dxferencuan de: la muerte necrotica -

(Tablas |y ll)' La muerte necrotnca generalmente‘ se’ presenta en condlcuones'

danos ‘severos,; ‘tanto’ a nive celular como tlsular

patologlcas y e ]

resp uesta a

incremento

na.entrada. masiva. de caICIo

*° FALLA DE ORIGEN |




APOPTOSIS

NECROSIS

Patrén de muerte

Células individuales

Grupos de células

Tamano celuiar

Encogimiento celular
Fragmentacion celular

- Hinchamiento celular

Se preserva la continuidad de la misma

Membrana - Burbujeo - Sin alteraciones importantes
Plasmatica - Translocacion de la fosfatidilserina - Lisis temprana
- Aumento en la permeabilidad de 1a mermbrana
- Liberaciin del contenido mitocandrial hacia e! .
Mitocondria citoplasma: citocromo c, Apaf-1, AIF - Hinchamiento mitocondrial
- Preservacion relativa de 1a estructura - Estructura desordenada
mitocondrial
- Encogimiento - Hinchamiento
organelos - Internalizacion en cuerpos apoptoticos - Lisis
NUucleo - Cromatina: condensacion y fragmentacion - Lisis de la membrana nuclear
D da s - ADN: fragmentacion internucleosomal en - Fragmentacion al azar y degradacion
egradacion fragmentos de 180 pb, extremos 3’ libres, difusa
del ADN liberacion de ADN a! citoplasma
. - Fagocitosis - Invasion de ihacroflagos
Degr?ﬁ;‘.\mon . No hay respuesta inflamatoria - Generacion de respuesta inflamatoria
celular

Tabla I. Principales caracteristicas morfoldgicas de la

muerte apoptdtica y necrotica. Se

muestran las diferencias mas importantes entre los dos tipos de muerte.
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APOPTOSIS NECROSIS

. Seiiales endégenas

- Seiiales intercelWares - Procesos degeneratvos
Procesos degenerativos

Embriogénesis

Estimulos
generalales

- Privacion de factores tréficos

(NGF y neurotrofinas en general) - Toxicidad
Estimulos - Activadores de muerte - Procesos isquermicos severos
especiticos (receptores que inducen muerte - Radiacion
apoptica)
- Toxici (hos radiacion, r
- libres)
- Vias programadas de reacciones - No reguiere de simtesis de ARN
(activacion de: de novo
Procesos inter tr i ) - Nor iere de si is de pr
moleculares - Simesis de ARN de novo de novo
- Sintesis de proteinas de novo - No requiere de energia

- ATP - Disminucién de ATP

Tabla Il. Mecanismos moleculares que regulan la muerte apoptotica y sus diferencias con {a
muerte necrotica. La muerte apoptdtica es un mecanismo finamente regulado en el que participan
una gran cantidad de moléculas que inducen la activacién de complejos procesos bioquimicos, no
asi la muerte necrética, caracterizada por ser un evento pasivo que genera reacciones
inflamatorias.

finalmente a la lisis de la célula, la cual libera su contenido al espacio extracelular
dafiando a las células adyacentes, generando un proceso inflamatorio (Figura 3).
La apoptosis es un proceso muy conservado evolutivamente que se
presenta en condiciones fisiologicas y patologicas. El desarrollo normal de los
organismos depende de la eliminacion de ciertas células, proceso que se lleva a
cabo mediante la activacidon de un programa de muerte apoptoética. La eliminacion
de organos vestigiales y el ajuste del tamario de poblaciones celulares después de
un periodo inicial de produccion excesiva, como en el caso del SN, son algunos

de los procesos en los que la muerte apoptoética juega un papel preponderante.

12




Figura 3. Cambios morfolégicos asociados a la apoptosis (derecha) y necrosis (izquierda). 1)
ceélula normal; 2) condensacion y regionalizacién de la cromatina, alteraciones en la envoltura
nuclear; 3) formacién de protuberancias en la membrana celular, las cuales se separan
posteriormente para producir los cuerpos apoptéticos que contienen organelos y material nuclear
fragmentado; 4) los cuerpos apoptdticos son fagocitados por células adyacentes; §) sefales de
necrosis temprana en una células dafada de manera irreversible, aglutinacién de la cromatina en
unidades discretas, hinchamiento de organelos y aparicion de densidades floculares en la matriz
de la mitocondria; 6) las membranas se rompen y las células se desintegran (Tomado de Kerr y
Harmon, 1991).

Algunos de los cambios morfologicos asociados a este tipo de muerte son

la condensacion de la cromatina nuclear, la condensacion del citoplasma que

TESIS (Ui
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provoca- el encogimiento de las células, la 'fragmentacién internucleosomal del

ADN vy la formacnon de pequenos fragmentos de membrana plasmatlca que

Ios : macrofagos
ntes E actlvaCIon

‘185 pares de bases (pb).

Moléculas reguladoras del proceso apoptético

La muerte apoptotlca es un proceso activo determmado por programa genetlco.
: Este programa puede ser activado en respuesta a mertas sefales’ éxternas como

S / ced 9 en el nematodo Caenorhabd/tls elegans ha permitido
entender el proceso de muerte que se da durante el desarrollo de este organismo.
Los productos protelcos de ced- 3 y ced-4 inducen muerte celular, en tanto que el

14




producto proteico de ced-9 la

mhlbe (Hengartner

1996). Los homérl'ogos en

mamiferos de estas proteinas ya: se han |dent|f'cado. EI homologo de ced-4 es

. Apaf—1 (Apoptotlc adaptor facto'n1) (Zou..e

99 ), ‘una‘protelna'adaptadoral

hés (proenzimas)
"m'uy baja. Estan
20 kDa (p20) y~10

(Thornberry et al,” 1992 Walker 19

,1956).' El p'rocesarﬁiento

puede ser autocatalitico,




activacién de la proenzima. Las caspasas que se han identificado: hasta et

momento son:

caspasa-4 (ICEreI III TX ICH -2)
vcaspasa—11 (Ich‘3 I
g ’14 (MICE)

h3, CMH-1). efectora.
o‘r‘a/a"ctivadora.

spasas con grandes prodommlos como Ia —-2 la —8 6 la —9

que: tlene n:prodom pequeno pero po sus caracterlstlcas funcnonales se Ie;

ha clasnf’cado déntro dela subfamlha de Ia ca‘spasé 1 cuyos mlembros txene un
prodomlmo grande (Hu et a 1998 R ; )

RS O
FM.'I_;_{"; D’(I L "




A =™
. T h >

[
a5 9
-
- >
| S S——
Gl
£ Apatay Q Sylectrams o

= Cazpatend & AUV cyspaza

g

Figura 4. Mecanismos de activacidon de caspasas. Rompimiento proteolitico de una caspasa
efectora por: a) una caspasa apical; b) reclutamiento de varias moléculas de procaspasa apicales
como la procaspasa-8; estas moléculas se mantienen préximas unas a otras induciendo asi una
activacién cruzada y el rompimiento de caspasas efectoras; c) formacién de holoenzima por el
citocromo-c liberado de la mitocondria y ATP, necesario para la oligomerizacion de la molécula
adaptadora Apaf-1 que permite el reclutamiento de procaspasa-9 al complejo de activacion llamado
apoptosoma”. Al parecer, la activacion de la caspasa-9 esta mediada por un cambio
conformacional y no por un proceso proteolitico (Tomado de Hengartner et al., 2000).
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Fasl, TNF, APO-3L, APO-2L,
\/ Receptores de muerte -, citosinas

. radiacion UV
Caspasa-8/10

.
- a1
B

(Ca*"]

Sefal apoptética

N
| o
\ | /.~

Desensamblaje del citoesqueleto Fragmentacion de DNA Reparacion
Encogimiento celular delDNA

APOPTOSIS

Figura 5. Cascada proteolitica de activacion de caspasas y su posible regulacién. El modelo
sugiere que una sefal proapoptdtica induce la activacion de vias de senalizacién en las que
participan diferentes moléculas como las caspasas, proteinas adaptadoras y proteinas como el
citocromo c liberado al citosol. Algunas proteinas inhibidoras pueden sufrir modificaciones
estructurales que las llevan a inactivarse. Todos estos procesos regulan la activacion de caspasas.
RAIDD (Recruitment apoptotic inductos death domain), FADD (Fas-associated protein with death
domain), FLIPs (FADD-like ICE inhibitory proteins), ARC (apoptosis represor with caspase
recluitment domain), TRADD (TNF-receptor associated death domain), RIP (receptor interacting
protein), TRAF2 (TNFR-associated factor-2), MKK7 (MAP/Erk kinase kinase-1), tBid (tfruncated Bid)
{Modificado de Thornberry 1998).

Las alteraciones morfologicas que acompafan a la muerte apoptodtica como
son la fragmentacion internucleosomal del ADN, la condensacion de la cromatina,
el encogimiento celular, la ondulacion de la membrana plasmatica y la formacidon
de los cuerpos apoptdticos, requieren en genera! de la activacion de las caspasas.
Se ha sugerido que las caspasas que funcionan corho efectoras son responsables
de los cambios celulares que se danv 't'_:!urantre la ébopibsis.. {al es el caso de las
caspasas -2, -3, -6 y —7. Muchos de los sustratos proteicos del citoesqueleto y
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nucleo que son’ procesados. proteoliticamente por estas  caspasas ya se han
identificado (Tabla 1. En muchos tnpos celulares \ ante dlferentes estimulos, los
e acthldad*'de romplmlento de'varlos:sus ratos tales'como DEVD

altos mvele

Ia apoptOSIs in vivo,
,’1997). La lamina
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Uno de-los sustratos mejor identificados de una de las caspasas efectoras

mas estudladas hasta el momento Ia caspasa 3 'es la protelna nuclear (poli (ADP)

consenso motlvo dnstmtas que resnden en: el prodomlnlo de Ias caspasas y en la

molécula que funciona como cofactor (Thornberry ‘et ‘al, - 1998), por ejemplo, la

20




activacion de la caspasa-s requnere de su asocnacnon con su cofactor FADD (Fas-

associated, Proteun wnth death domann) a traves de DED (death effector domaln)

y morfologicos (Ashkenazi et al, 199'8:),'
En el SNC la clasificacion de estz
7.-2 -9 y —8 son de las mas abundante

apoptética que se presenta durante el

enfermedades neurodegeneratlvas

En el -caso de Ia caspasa 948U
esencial. La’ caspasa 9 forma of
denomlnado apopt‘ ma

21




- Factor o fragmeactacién
del OHA {DFF)

c sa Nombre Peso molecular Sustratos endégenos | Secuencias de
aspa anterior Yy subunidades especificos reconocimiento
- Proenzima: 45,148 kDa - Pro-iL-1p YVHD-A
- Subunidades - U120 kDa? DGPD.-G
Caspasa-1 1CE cataliticas: p20y p10 - PARP DEVD.G
- Procaspasas-1, -3, 4
-+ Proenzima: 48384 kDa - PARP? DEVD-G
Caspas»-2 Nadd, ICH-1 - Subunidades - Procaspasa»3
cataliticas: p12/14 y p19
. - PARP DEVD-G
- : 594 k|
TS e o © Ur70 kDA oEYSS
estaliticas: p17 y p12 + DHAPK (c5) DEVD.N
CPP32, YaMA - Proteirm cnasa C celta oOMQOQX-N
Caspmsa-3 apop‘mna - Hurdingtine [=3 5]
- SREBP-1ySREBP.2 DEPD-S
- Ribonucleoproteinas OEAD-G

DETD.-S/DAVD.T

Caspasa-a

(CE(cal N, TX
ICH-2

- Proonzima; 43 2062 kCa
- Subunidades
iticzs: No definiaas

Simitar a caspaca-1

Caspasa-5

ICE(rel }I, T

- Proenzima: 33,809 & Da
- Subunidades
cataliticas: p20 y p10

Caspas»9

1ICE-LAPE, Mche

s
cas: (35 y p10

- Procaspasa-3

- Proenzima: 47814 kTa - Lamire A VEID-N
Caspasa-6 Mch2 + Subunidad - PARP? DEVD-G
catalitica: p18 yp11 - U1-70 kDa> OGPD-G
Caspasa Nombre Peso molecular Sustratos enddégenos | Secuencias de
P anterior v subunidades especificos reconocimiento
- P =i ma: 34,276 kD: - PARP
wonsice.aps, |7 Soemsima:s * | i ees simiares pEVD-G
Caspasa-7 pYvers . cataliticas: p20y p11 caspasa-3 (N definido]
- Proenzima: 55391 kDa DEVD-G
Caspusa-8 M“CM“é:;'CE - Subunidades - Procaspasus en gensral
cataliticas: p18 y p10
- Proenzima; 43,322 kDa - PARP? DEVD.G

Caspusa- 10

Mcha

- Proencima: I8 373 kit
+ Subunidades
ctatiticas: p2V17 y p12

- Procaspasas en gene al

Tabla lll. Caracteristicas generales de los miembros de la fami

a de las caspasas. Hasta el

momento se han descrito 14 caspasas. Aqui se describen las caracterizadas hasta el momento.
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La caspasa-8 esta conSIderada como una de. las iniciadoras mas
importantes en Ia' muen' tapoptotlca |nduc1da por el receptor‘ de muerte CD95 )

|mportantes:de esta’ aspasa

La caspa na =} Nedd-2‘fue el prlmer homologo de ICE/Ced 3 identificado. Nedd-2

es el homologo en roedores de la ca

asagz de humanos su expresxon aumenta

elemento ¢
et al 1994 Harvey et al

celular (Wang et al, 1994; Kuma' et

lastos;prlv

muerte en lineas celulares de fbro s de factor trof’co sm:embargo

es incapaz de mhnbxr a Ia caspasa—ZL-

Esta caspasa se ha consnderado como mlcnadora en células no neuronales
(Li et al, 1997; Zhu et al, 2001 Grossmann et al 2001). Esto debido en parte a las

TESIS CON
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caracteristicas estructurales que presenta. como_es- la presencia de un largo

prodommlo que caractenza a las caspasas |n|c1adoras como Ia —8 y la —9 este

OOO : Shearwnn et al, 2000 Shlmoha a

wanton et al, 1999)

Iasma como en -

entos (ColuSSI ‘et al 1998)

1997). La hablhdad de 1a ' reg a apoptosis en muchas especies
radica en su capacxdad de unlrse e mhlblr a algunas caspasas (Duckett et al, 1996;

TESH Co \
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Liston et al, 1996) En humanos XIAP clAP1y clAP2 son inhibidores directos de
las caspésé -3,-6 Y —7 (Devereaux et aI 1998) Una caractenstlca |mportante del

mecanismo:

muerte ap ptotlca
esta medx‘ada por

estas caspasas.

FALLE DB (iGN \
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ANTECEDENTES DIRECTOS

Se ha sugerido recientemente que el tipo de muerte que ocurre durante el desarrolio
de las células granulares de cerebelo (CGC) es de naturaleza apoptdtica. Estas

células requieren in vitro la presencna de altas c entraplqneﬂs de potasio (25-40
mM) en el medio para diferenciarse y mad irar 6‘ciue'esté determinado por

TESIS CCN \
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caspasa-3 sino de otras caspasas \ todas en’ conjunto partucupen en la proteollsus de
los distintos sustratos L § !

Reclentementezse ha estudlado rparte de a‘cascada‘: de actlvacnon der,,,,,

celulares (Mltoma et al, 1998 ng t” 99 : Cock et al, 1998; Goswamu e'al 1999‘ ’
Jagjlt et al, 2000) mcluyendo las CGC Takayukl et al, 1999). :

No se conocen con precxsnon los: mecanismos mvolucrados enila; muerte‘
mducnda por. estos’ estlmulos Asi

resulta interesante determmar su dlferentes

estlmulos de muerte apop Stic: pueden inducir diferentes vnas de actwacxon de

caspasas en el mlsmo mo' elo en partlcular las CGC.

HIPQTEJS!:S:

Si las celulas granulares de cerebelo muestran caracterlstlcas e muerte apoptotlca
en respuesta a diferentes estimulos in vivo e in wtro y dado que se ha demostrado la
participacion de la caspasa-3, es posible que los tres estlmulos de rnuerte utilizados
en este estudio, involucren diferentes vias de activacion de’ caspasas. ‘
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OBJETIVOS

1) Caracterizar morfologica-y- bloqwmlcamente el proceso de- muerte que.se
observa en cultivos prlmarlos de CGC |ndUC|da por estnmulos dlferentes como

caspasas' que se mduce por tres’ estlmulos Adlfere tes en fun mlsmo tlpo
celular, 7 : e B T
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MATERIALES Y METODOS

Obtencién de cultivos primarios de CGC. Se utilizaron cultivos primarios de'CGC,W,,
de ratas Wistar de 8 dias de nacidas (Moran y Patel, 1989). El medlo de cultlvo -
utilizado fue un medio basal Eagle suplementado con 10% de: su y : :
inactivado por calor (Microlab), 25 mM de KCI, 2 mM de glutamma
pen|c1hna-estreptom|cma 50U/ml y 50 pg/ml

respectlvament

tratamientos (1, 3,78 2.y
con péptidos inh'i
IETD-CHO y LEH
junto con los dlf

peptldos se obtuv

las 3,8, 12, 24y48
los cultlvos se lncubar
37°C. Posterlormente se
adiciond 1 ml de DMSO ‘al” 100% en’ el cual se solubxhz

incorporado a las m(tocondrlas de las celulas vnvas Postenormente y mediante un

r——_—'T\T_—_—_‘
TESIS CCH
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espectofotometro se calculo la dlferenCIa entre la absorbancna de la soluciéon medida
a 570 y 630 nm Los resultados se expresaron como valores relatlvos del’ control

Paralelo a estos experlmentos s realizaron ensayos de M T T 'para conocer el it

ente. se sometleron al trataml

lnhnbldore de caspa: as a una concentracion f‘nal d 10, UM idad celular se

evalud’ 24 horas despues de |la aplicacidon de los tratamlento

Los cultivos celulares se fotografiaron rnlnutos antes de realizar los ensayos
de determmac:on de viabilidad celular. )
Determinacion de condensacion de nucleos: e’k /'Vl‘n’c,ién con Hoechst
33258). A los 7 DIV las CGC se sometieron a lo

utifizados en este estudio. A diferentes tlempos (3 8

e$timulos de muerte
2j’h6rés) se lavaron las
células con PBS y se incubaron con el colorante Hoechst: 33258) (1 pg/ml en PBS)
por 15 mmutos. posterlormente se f"Jaron co para maldehndoalﬁé% durante 15

nes se observaron en un

Iavaron con PBS Yy posteno
mM de HEPES 5. mM“ e E
y 0.1% de CHAPS en pre
2. pg/mi de aprotlmna 1|.Jg/ml d

g/ml de leupeptma CGC. La
metodo fluorogénico (Thornberry,
1994) en un espectrofluorometro (Lummescense Spectrometer AMINCO-Bowman

TESIS CCH
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actividad de caspasas se determlno




Series2, programa de computadora Y-3057, versién 95) a una Iongltud de onda de

excitacion de 380 nm y de emisién de 460 nm.

tiempos de los tratamientos, las células se lavaron con PBS y

buffer de lisis pH 7.4 que contiene 25 mM de Tris-HCI, 50 mM
40 al 2%, SDS 0.2%, y una mezcla de inhibidores de pro}t»e‘l )
sonicaron y centrifugaron a 3,400 RPM (revoluciones"pibr'“

conclunda Ia electroforesns

horas a 4°C postenormente s e.

‘de Bradford ’(1 976)

Técnica, para la obtencién de fracc 'mltocondrlales

(Frac'cionaryhiento celular). A los 7 DIV, etleron a los diferentes

estimulos para inducir muerte apoptotlca A la 3.6, 8 12 y 24 horas después de
la exposicién a los dxferentes tratamlento

las”. células se. lavaron y se
homogenizaron en un buffer para fraccnonamlento celular que contiene 10 mM
Tris-HCI, 0.3 mM de EGTA (ethylenebls(oxyethylenenltrllo)-tetra acetlc acxd) y 0.25
M de sacarosa, pH 7.4. Los homogenados se centrlfugaron a4282.2 rpm (5,100 X
g for) por 10 minutos, posterlormente se tomo el sobrenadante y se centrifugd a
12,111 RPM (14,500 X 'g) por 30 minutos a 4°C para obtener una fracciéon
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mitocondrial - (pastilla) y"v» una citosodlica (sobrenadahte) Las = fracciones
mltocondnales se resuspendleron en el buffer de homogemzacnon Posterlomente
-se determlnaron Ios mveles de protelna de ‘cada.una de las fracctones para Ios,
experlmentos de WwWB.. : :

Anélisis estadistico. Los datos estan expresados como. promedio +la desviacion
standard, y la significancia estadlstlca de los datos obtenxdos se determmo
utilizando una ANOVA de una cola con una p< 0 05. P

TS CCH
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RESULTADOS

EFECTO DE LA PRIVACION DE ESTIMULACION DESPOLARIZANTES (K25-
K5) Y ESTAUROSPORINA (STS) EN LA MORFOLOGIA Y SOBREVIVENCIA DE
LAS CGC

En estudios previos se ha observado que las CGC mantenidas durante 7-8 dias in
vitro (DIV) en un medio con concentraciones despolarizantes de KCI| (25 mM;
K25), mueren de manera apoptdtica cuando son privadas de estimulacion
despolarlzante (KS);_, S

ha. observado que esta muerte depende de lay
‘concentra'lon de KCI (N ‘etaly




de la concentracion (inserto). Cuando Iés CGC crecidas en un medio con
concentramones despolarlzantes de KCI (K25) durante 7 DlV fueron tratadas con

vnablhdad celular del.80% en ambos casos ‘24 horas’ despues de:la apllcaCIon del
tratamlento La- concentracxon de STS que se utilizé en este estudio para la
induccién de 'la muerte fue de 0.5 uM. Asi mismo, los experimentos de privacion
de estimulacion despolarizante se realizaron cambiando el medio de cuitivo que
contiene 25 mM de KCI, a uno con 5 mM de KCI.

EFECTO DEL K5 Y LA STS EN LA CONDENSACION DE MATERIAL NUCLEAR
DE CGC

‘ Estqdios previos indican que la STS induce la condensacién del material nuclear
(Taylos et al1997). Para confirmar que el proceso de muerte que se observa en las
CGC bajo estas condiciones es de naturaleza apoptotlca se realizaron tinciones
'con el colorante fluoroscente Hoechst 33258, que se une de; ‘manera’ selectnva al

matenayl nuclear La f'gura [S] muestra el efecto del KS y Ia ST xen' la’ condensacnon

confrman

apototlca engcelul $ e chelo’ < _e‘l::fKS '(b'l\’/‘lell.o et al,

1993; ‘Moran etal, 1999) y la‘STs (Taylor et al, 1997)
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Figura 6. Efecto de la privacion de estimulacion despolarizante y la STS en la condensaciéon
del material nuclear de CGC en cultivo. Cultivos de CGC se sometieron al cambio de medio de
K25 a K5 (A) o se trataron con STS (B) durante 8 y 12 h. Posteriormente se tifieron con Hoechst
33258. Los cultivos muestran en ambos casos una poblacidn importante de células con la
cromatina condensada 12 horas despueés de la aplicacion de los tratamientos.

ACTIVACION DE CASPASAS POR K5 Y STS

Actividad de Caspasa-3. La actividad de la caspasa-3 se midid utilizando Ac-
DEVD-MCA a diferentes tiempos (3, 8, 12 y 24 horas). Con la utilizacion de este
sustrato fluorogénico, preferencialmente reconocido por la caspasa-3, se encontré
que el maximo de actividad de esta caspasa se alcanza a las 12 horas después de
la aplicacidon de ambos estimulos de muerte (Figura 3a de articulo), observandose
urn aumento en la actividad de la caspasa-3 desde las 8 horas. Después de 24
horas se observaron niveles cercanos a los medidos a las 3 horas. Estos
resultados indican que ambos estimulos de muerte inducen la activacion de la
caspasa-3 con un curso temporal similar.

Para corroborar estos resultados, se evalud la actividad de la caspasa-3
determinando el procesamiento de la proenzima mediante la técnica del WB,

e
i lndisd

{FJ_“.‘\;T £,

P S A
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utilizando las rnismas condiciones experimentales (Figura 3b de articulo) A partir
de las 3 horas. despues de la aplicacion de ambos tratamuentos se observo una
--banda de 17 kDa i‘p17) que corresponde al fragmento proteolltlcamente activo de

la caspasa -3; obsérvéndose un aumento en Ia |ntenS|dad'de la banda a las 812
‘ : banda de 17

muchas dey’rla‘sr;c
(ver tabla IlI), .u;
protedlisis de P
tipos celula‘rve‘é‘-

confirmar la parti

niveles de fragm

ep ldO Ac—IETD MCA,
‘ltados mostraron una
ligera activacion alrededor de las 6-8 horas’ despues de la aplicacion de ambos

“ulu Cr\N \
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estimulos (K25 -K5 y STS) (Flgura 4a de artlculo) Sin embargo, son notables los
mveles basales de act:vudad de esta caspasa en Ias celulas control (K25) en

de" esta caspasa (p10). Estos resultados fueron’ cont’rmados I mé'd‘irbzvlé"déhsiydad
de la banda de 10 kDa (Figura 5¢ de articulo). e

Actividad de Caspasa-1. Los niveles de activaéi‘én"de" la caspasas-1 se midieron
utilizando el peptido Ac-YVAD-AMC, reconocido ‘preferencialmente por esta
e e
t —-..L-J bk—-- ‘!‘
I
3
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caspasa. LLos resultados obtenidos no. mostraron'ningL'm cambio en los niveles de

activacion de esta caspasa en nlnguno de los. tlempos medudos (Flgura 7A'y B).

Estos resultados se: confirmaron_.al: determmar los nlveles d fragmentacnon de.

caspasa-1 mediante WB.’ nguno de los dos estlmulos mdu;o Ia actuvacnon de
esta caspasa (datos no mostrados)

[+ 1a0 . S
:’: —DO— K5
& =120 : ) e STS
< < p i
3= =100 - . B L
= 3 ) e N .
= ™ 80 — Do -
e = -
8 = vo R
E [T L 5
s = . . :
=] 30 : T
= . : .
= .
= :
us 20 - -
L] s 10 ¢ 1s =0 25
. Tiempo (h)

-0 K5
—— STS

©

Fragmentacién de YVAD-AMC
(4Fmimg de prot)

] 10 20 30 40 50 60 7o
Tiempo (min)

Figura 7. Curso temporal de activacion de caspasa-1. A) Cultivos de CGC se sometieron a los
diferentes estimulos de muerte (K25-K5 o STS), la actividad de la caspasa-1 se determind
mediante el rompimiento del sustrato fluorogénico YVAD-AMC a las 3, 8 12 y 24 h después de la
aplicacion de los tratamientos. B) Determinacidon de los niveles de fragmentacion del sustrato
fluorogénico YVAD-AMC en homogenados de CGC a los 10, 20, 30, 45 y 60 minutos después de

la aplicacion de los estimulos de muerte. Los datos mostrados son representativos de 4
experimentos diferentes.

38 LaEhE




Actividad de Caspasa-z. Exlsten evndenctas que lndlcan que la STS mduce la
activacion de’ ia caspasa—z en dlferentes tnpos celulares y que esta caspasa puede
actxvar a |a caspasa-3 Para'd' termmar sx este C r

del cntocromo cdela mxtocondrla al cntosol.‘ a figura.7a; (ver artlculo) muestra que el
K5 lndUJO una dlsmmucnon en Ios

Neles de esta protelna en la fraccién mitocondrial

de CGC temendo mveles de’ reduccnon maxlmos a las 8 horas después de la

13k Dis (JL‘J.\'
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pnvacxon del estlmulo despolarlzante en tanto que en la fraccion citosdlica los
niveles de c1tocromo c:se’ mcrementaron Ilgeramente alrededor de este tnempo
(Figura:7b* de articulo "Para el: caso d '»fla STS: 5

marcada reduccnon enlos nlveles de cntocromo cde Ia fraccnon mltocondnal 6 horas,

resultados mostraron una..

despues de la apllcaC|on de la STS, estos cambios - correlacionaron con_ el
incremento a las 6 horas, en los niveles de citocromo ¢ de la fraccion citosdlica de las
CGC.

EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE LAS CASPASAS EN LA MORFOLOGIA Y
SOBREVIVENCIA DE LAS CGC.

Para confirmar el papel de las caspasas analizadas en la muerte apoptdtica de las
CGC inducida por K5 y STS, se estudio el efecto de inhibidores especiﬁcosde .
caspasas en la morfologia y en la sobrevivencia de las CGC (ver metodos) Las
figuras 9a y 9b (ver artnculo) y muestran la morfologla de las CGC sometndas alos ‘
estimulos de muerte utlhzados en este EStUdIO (K25 K5 y STS)-'y el efecto’ dei os'

(Figura 9a’ d
la activrida“d'

celulas tratadas

cultivos mostro un:
pept:do |nhxb|dor de la ca pasaé 9 mhlblo también la muerte celular de los cultivos,
en tanto que los mhlbldores de las caspasas-3 y —8 no inhibieron el proceso de

40




muerte inducido por la STS en'la r"norfolo‘gia de las CGC Estos resultados fueron
conflrmados ‘al’ determlnar la” vxabllldad celular (M1T) de |as CGC bajo estas

condlcnones experlment 'les (Flgura 8a y- 8b de articulo)

rhuerte “Nuevamente, la combmacno

modelo celular

a1




K5+DEVDILEHD-CHO STS+DEVDILEHD-CHO

Figura 8. Efecto de diferentes combinaciones de inhibidores de caspasas en la morfologia
de las CGC. Los cultivos de CGC se sometieron a los diferentes tratamientos (K25-K5, STS) y se
incubaron durante 24 h con los diferentes inhibidores de caspasas. Los datos mostrados son
representativos de 5 experimentos diferentes.
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ANEXO
EFECTO DE LA C2-CERAMIDA EN LA MUERTE APOPTOTICA DE LAS CGC

E! objetivo central de este trabajo fue caracterizar las vias de activacion de
caspasas que se inducen por estaurosporina (STS) y K5 durante la MCP de las
CGC. Estos estudlos muestran que ambos estimulos mducen Ia MCP medlante un

mecanismo apoptotxco que mvolucra la’ actwacton de caspasas,y Ia hberacnon del

cntocromo c. Sugenmos tamblen que en lavia de’ ctnvac:on ‘de’ caspasas lnduclda

: , 8 di: acidas (DPN) (ver detalles
en Matenales y Metodos 33)A 1 rs‘"b7’DI\/,“'I'a's'6élulas mantenidas con altas
concentraclones de KCI_,se sometieron al tratamiento con C2-ceramida (40 uM).

M TTrmae e
TESIS CCvr
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Los experxmentos se reallzaron a diferentes tlempos despues ‘de la aplicacién de
los tratamnentos (6 8, 12 24, 28, 32 40 44 Y 48 horas) Se determlno el efecto de

la'C2- ceramlda en Ia morfologla y,v1ab|l|dad celular a través de Ia tecnlca del MTT -

y se- evaluo el
mhnblc:onv' ela

medlante la’ tecnnca del western blot' (WB) bajo las’ mismas condiciones

experlmentales (ver detalles en Materiales y Métodos).
RESULTADOS

EFECTO DE LA C2-CERAMIDA EN LA MORFOLOGIA Y SOBREVIVENCIA DE
LAS CGC

En. este estudio sé determind el efecto de la C2-ceramida en la morfologia y
viabilidad celular de las CGC. A los 7 DIV, las CGC crecidas en un medio con K25
fueron tratadas con C2-ceramida a una concentracion de 40 pM por un periodo de
24 y 48 horas. La figura 1A muestra la morfélogia de.las CGC, en donde»pvuede

observarse que 24 horas después de la aphcacnon del tratamlento la: rhérfologié

de estas células no muestra camblos lm ortantes con'f'respecto al 'control (K25)

observé una dlsmmucnon en Ia
tratadas con, 30 y 40 pM ( |gura 1B) A vnaﬁconcentaCIon de 60 pM, la viabilidad
celular se redu;o en-un 50%. A’ las’ 48 horas se observd una disminucion de la
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viabilidad de aproximadamente 25% a una concentracion de 3y 10 uM y de 60%
a 30 uM. A concentraciones mayores de C2-ceramida (40 y 60 pM) se observd
una disminucion en la viabilidad de aproximadamente 70 y 90%, respectivamente
(Figura 1B). La concentracién de C2-ceramida que se utilizé en este estudio para
la induccion de la muerte fue de 40 pM.

MIT Transformation {0DU)
% of control) .
485 588

o

10 30

C2-ceramide

Figura 1. Efecto de la C2-ceramida en la morfologia y muerte celular de tas CGC. A) A los 7
DIV los cultivos primarios se trataron con la C2-ceramida y fueron observados en un microscopio
de contraste de fases y fotografiados a las 24 y 48 horas después de la aplicacion del tratamiento.
El cultivo que permanecio con K25 (control) presenta células con somas grandes y procesos
gruesos. Asi mismos, 24 horas después las ceélulas tratadas con C2-ceramida presentan un
aspecto semejante al de las células control. La degeneracion celular, que se manifiesta con el
encogimiento de los somas y la destruccion de los procesos, se hizo evidente a las 48 horas, un
fendmeno que fue inhibido por el péptido ZVAD-CHO, inhibidor general de caspasas. B) Efecto de
diferentes concetraciones de C2-ceramida en la subervivencia de las CGC, la cual se evalué a las
24 y 48 horas después de la aplicacidén del tratamiento como transformacion de MTT. Los
resultados estan expresados como e! promedio + error estandar[de 4 experimentos diferentes.
Barra= 50 uM. e
H i 'T"!‘J'

are e
H N
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Se realizaron también experimentos para determinar el tipo de muerte promovido
por la Cz-ceramnda medlante la determlnacnon de la’ fragmentacnon del: materlal

: nuclear medlante'la extraccton d ‘ de CGC’sometldas a ~tratamlento del

e agarosa "asu como‘ traves“de

significativo  entre

caspasa 'dismin'uye'

activo, asi como la'deter
PARP, en""droh'c":ie, e dete fr: grﬁéhtb de 5

(Figura 2C). Estos resultados
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inician la partlclpat:lon de la caspasa- 3 durante la muerte apoptotlca de fas CGC

mducnda por la 02 ceramxda

g 5.3 %

DEVD Qeavape (Fhimg prad) .

e

C2.cesmmide

o

€ sts oz za 2 M
C2.calsnxia
o
o
5o
3
;ﬂll
£ L]
s
R
20
o
EEE]
c2-ceramide

— s am — 116108
ez T - - — e34De

€ SIS 4 12 16 21 28 34 (W

C2-ceramide

Figura 2. Efecto de la C2-ceramida en la activacion y fragmentacion de caspasa-3 en CGC. A
los 7 DIV cultivos primarios de CGC fueron tratados con 40 yM de C2-ceramida. A) curso temporal
de activacion de caspasa-3. La fragmentacion de esta caspasa se determind mediante el
procesamiento del sustrato fluorogénico DEVD-AMC a diferentes tiempos después de la aplicacion
del tratamiento. Los resultados estan expresados como el promedio * error estandar de 4
experimentos diferentes. *(p<0.01); **(p<0.001). B) Curso temporal de fragmentacion de la
caspasa-3 detectado mediante la técnica del WB. Las bandas corresponden al fragmento activo de
esta caspasa (p17). en la grafica se muestra el analisis densitomeétrico de esta banda (ver detalles
en Materiales y Métodos) y es representativa de 4 diferentes experimentos. C) Curso temporal de
fragmentacion de PARP inducido por C2-ceramida en CGC. Las flechas indican una banda de 116
kDa que corresponde al tamano normal de esta enzima, y una banda de 85 kDa, que representa
un producto de la protedlisis de la misma inducida por caspasa-3.
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horas, dlsmmuyendo posterlormente hasta alcanzar valores sumllares al control
(Figura 3A). Para conflrmar Ia partlcnpacnon de la caspasa-g en el proceso de

muerte mducndo po r-la: Cz—ceramlda -se determlnaron los mveles de fragmentacnon
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Figura 3. Efecto de la C2-ceramida en la activacién y fragmentacion de la caspasa-9 en CGC.
A los 7 DIV cultivos primarios de CGC fueron tratadas con 40 pM de C2-ceramida. A) Curso
temporal de activacidn de caspasa-9 determinado mediante el rompimiento del sustrato
fluorogénico LEHD-AMC a diferentes tiempos después de la aplicacidn del tratamiento. Los
resultados estan expersados como el promedio * error estandar de 4 experimentos diferentes.
"(p<0.01); **(p<0.001). B) Curso temporal de fragmentacion de la caspasa-9 detectado mediante Ia
tecnica del WB. Las bandas corresponden al fragmento activo de esta caspasa (p10); en la grafica
se muestra el analisis densitométrico de esta banda (ver detalles en Materiales y Métodos) y es
representativa de 4 diferentes experimentos.
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Translocac:on de cltocromo c.. Se ha demostrado ampliamente que la liberacién

del cxtocromo [=] de Ia mltocondrla al cutosol es u o) de los mecamsmos celulares

protema en Ia raccuon mltocondrlal aparemendo de manera notable en Ia fraccnon

cttosollca : Ias 48 horas,_‘los niveles de citocromo c‘decllrnaro’n.‘en_ambas

fracmones

48 )

C2-.ceramide

c 12 23 6 48 (h)

C2-ceramide

Figura 4. Efecto de la C2-ceramida en el proceso de translocacion del citocromo ¢ de la
mitocondria al citosol en CGC. A los 7 DIV las células mantenidas con altas concentraciones de
KCI, se trataron con 40 puM de C2-ceramida. Las fracciones celulares se obtuvieron a partir de
homogenados totales de CGC como se describe en Materiales y Métodos. En el WB se muestran
los niveles de citocromo ¢ en las fracciones mitocondrial (A) y citosolica (B).
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Actividad de caspasas-z y —8. Para determlnar la. partlcnpaclon de otras
caspasas en este modelo de muerte y para def‘mr su papel dentro de la cascada=
-de actwacnon de caspasas se mldleron os' nlveles de’ actwacnon de as caspasas-,f:, .

En la flgura 6
donde se observa un

activo de, esta caspasa. la cual es evxdente

realizé el ensayo (Figura 6B). Esta ba de cto tamblen en las celulas
control, y-en:las células tratadas con S oras) Al realizar la’ medicion
densitometrica de la banda, no se detecta ambios en ningun caso.

EFECTO DE LOS INHIBIDORES :: DE CASPASAS EN LA MORFOLOGIA Y
SOBREVIVENCIA DE LAS DE LAS CGC

dos obtenidos indican e u“ei la CZ—ceramida induce MCP de tipo

so ‘estd mediado por la activacidon de las
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Figura 5. Efecto de la C2-ceramida en la activacidn y fragmentacion de la caspasa-2 en CGC.
A los 7 DIV cultivos primarios de CGC fueron tratadas con 40 pM de C2-ceramida. A) Curso
temporal de activacidon de caspasa-2 determinado mediante el rompimiento de! sustrato
fluorogénico VDVAD-AMC a diferentes tiempos después de la aplicacion del tratamiento. Los
resultados estan expresados como el promedio = error estandar de 3 experimentos diferentes.
“(P<0.01); “*(p<0.001). B) Curso temporal de fragmentacion de la caspasa-2 detectado mediante la
técnica del WB. Las bandas corresponden al fragmento activo de esta caspasa (p18); en la grafica
se muestra el analisis densitomeétrico de esta banda (ver detalles en Materiales y Métodos) y es
representativa de 4 diferentes experimentos.
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Figura 6. Efecto de la C2-ceramida en la activacidon y fragmentacion de la caspasa-8 en CGC.
A los 7 DIV cultivos primarios de CGC fueron tratadas con 40 puM de C2-ceramida. A) Curso
temporal de activacion de caspasa-8 determinado mediante el rompimiento del sustrato
fluorogénico IETD-AMC a diferentes tiempos después de la aplicaciéon del! tratamiento. Los
resultados estan expresados como el promedio + error estandar de 4 experimentos diferentes.
“(p<0.01); "~ (p<0.001) B) Curso temporal de fragmentacion de la caspasa-8 detectado mediante la
técnica del WB. Las bandas corresponden al fragmento activo de esta caspasa (p20); en la grafica
se muestra el analisis densitomeétrico de esta banda (ver detalles en Materiales y Métodos) y es
representativa de 4 diferentes experimentos.
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La figura 7 muestra la morfologia de las CGC tratadas simultaneamente con 40
HM de C2-ceramida y DEVD-CHO (inhibidor de caspasa-3), LEHD-CHO (inhibidor
de- caspasa-9, VDVAD-CHO (inhibidor de caspasa-2) o IETD (inhibidor de
caspasa-8). Los cultivos se fotografiaron a las 48 horas después de la aplicacion
de los tratamientos. En el caso de las células tratadas con los inhibidores de las
caspasas-3 y —9, la morfologia de los cultivos mostraron un aspecto muy similar al
observado en las células control, con somas grandes y procesos celulares fuertes.
Esto indica que estas caspasas son importantes inductores del proceso de muerte
de las CGC producido por C2-ceramida. El inhibidor de la caspasa-2 tuvo un
efecto parcial de proteccion contra la muerte, en tanto que e! inhibidor de la
caspasa-8 no tuvo ningun efecto en el proceso degenerativo del cultivo inducido
por C2-ceramida.

Figura 7. Efecto de diferentes
inhibidores de caspasas en los
cambios morfolégicos de las CGC
inducidos por la C2-cermida. A los
7 DIV los cultivos se sometieron al
tratamiento con C2-ceramida y
simuitaneamente se aplicaron los
diferentes inhibidores de caspasas:
DEVD-CHO, LEHD-CHO, VDVAD-
CHO, IETD-CHO (inhibidores de
caspasa-3, -9, -2 y -8,
respectivamente). Los cultivos se
observaron y fotografiaron y 48 horas
despueés. Barra= 50 pM.

I * [

C2-ceramide+VDVAD-CHO 48h C2-ceramide+IETD-CHO 48n
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Este trabajo se realizé en colaboraciéon con el grupo del Dr. José Rodriguez
A. del Instituto de Neurociencias de la Universidad Auténoma de Barcelona,
Espafa. Los datos seran publicados proximamente.
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DISCUSIC')N

La muerte celular programada (MCP) o apoptosns es un proceso mvolucrado en

una gran cantldad de eventos f's:ologlcos ales‘como Ia ellmmacwn de. celulas

lleva a_la

ascada proteohtlca que
) actwacnon de otras caspasas que funcnonan como efectoras de las seﬁalleé
: 996; Cohen 1997; Salvesen et al, 1997).

En este estudlo .se utilizaron tres eétlmulos diferentes para inducir la muerte
apoptotlca de las CGC la prlvac:.bn‘de estimulacion despolarizante (K25- K5) STS
y C2- ceramlda Ios resultados obténldos claramente indican que estos estlmulos

inducen 'la activacién - de. caspasas la cual se evalud utilizando’ sustratos:‘
fluorogémcos especificos. Se analizé también la fragmentacion y formacion de"‘
enzimas proteoliticamente activas de las caspasas mediante la técnica del WB..
Una de las conclusiones de este trabajo es que la caspasa-1 Vﬁch”pia'r'ticipa en
el proceso de muerte de las CGC activado por el K35, confirmando asi los
resultados obtenidos previamente (Morédn et al, 1999). La° STS ta‘mpoco tuvo
efecto sobre la activacidn de esta caspasa. Otro estudio real:zado en neuronas de
hipocampo muestra una clara activaciéon de caspasa-1 lndUcnda por STS pero solo
a tiempos muy cortos de exposicién, sugiriendo que esta caspasa funciona como
iniciadora en este modelo. Sin embargo, en este trabajo no se detectd ningun
aumento en la activacion de la caspasa-1 en ninguno de los tnempos medidos (3,
8, 12y 24 horas, 5,10, 15, 20, 30, 40 y 80 minutos). Tampoco fue posible detectar
el fragmento activo, confirmando que la c'aspasa-f no "pbarticipa en la cascada de
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activacion de caspasas ni en la muerte apoptoética de las CGC: Es probable que la
misma senal tenga dlferentes efectos dependlendo del tlpo celular

manera snmk
‘sxmllar snend

caspasa-2 capacldad de autoprocesarse

otro lado andose en los cursos temporale

fragmento ctxvo de las caspasas-2 y -3, |ndu’c’l

caspasa 3 se activa después de que se ha genera
2. Esto mdnca que la caspasa-2 es la responsable
sin embargo la caspasa-9 parece tener tamble‘

proceso de actnvac:on de la caspasa-3 Por otro

muerte de las CGC, vy que la actlvamon observada bajo estas condlc:ones sea

atribuida a otra caspasa, no ldentlf'cada en este estudio, que reconoce al peptido

sintetico utilizado para determinar la actividad de caspasa—lz.
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As los resultados que aqui se reportan sugueren que la muerte apoptotlca

mducnda por la STS actnva una via dnferente de senallzamon a Ia promovada por la

esto confrma el papel de esta caspasa como efectora en las vias de muerte
actnvadas en estos modelos '
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En el caso de Ia STS es clara la partlctpacnén de la caspasa-2 como
mlcxadora de la’ cascada de actlvacuon de caspasas, mientras que para el caso del
K5.1a caspasa 9 esila. respon ble de |n|¢:|ar este proceso como se ha observado, i

procesamiento cata
de las caspasas lnlcxado

proteasas  en éeneraly

iniciadoras; catallzan la‘proteoll

El procesamlento de Ia proen2|ma :generalmente

ninguno. de los dos modelos que se han utlhzado para inducir este proceso de
muerte. Es importante hacer notar que en las células control, los niveles de

TESIJ COH }
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_activacion de esta: caspasa son considerablemente- altos y que esta activaciéon
disminuye 3. horas despues de Ia apllcamon de Ios est:mulos . de muerte,

posterlormente se observa un Ilgero umento en Ios nlveles de’ ct|

muerte. Cuando | s'
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Estudios prevnos mdlcan que la ceramida partlmpa en una gran cantidad de

procesos celulares actlvados ‘en respuesta a dlferentes estimulos: externos

Recnentemente se ha demostrado que ‘esta molecula puede mduc ¢ MCP de tnpo
apoptotlco 'n rlos tlpOS celulares (Mlzushlma et al, C

apopto ic
desarrollo

Por otro lado, realizamos

las cuales se activan

este modelo de mue:
c, que se detecto en la fracc:on mtosollca de las CGC desde las 12 horas después
de la apllcacnon ‘del tratamlento, dlsmlnuyendo notablemente en la fraccion
TESIS CC
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mitocondrial a Io Iargo del tiempo. En eI caso de otras caspasas como la —2,
pudimos detectar una Ilgera actlvacmn a part'r de ias 12 horas y hasta las 32 horas

aprox:madamente. Si Tragmentacuon de.esta .caspasa

mostraron Ia apanclon de, uno de sus - fragmento actva (p1 8) en todos los tiempos

en los que se Ilevo abo;el: ensayo :Este fenomeno se observo también en el

rrespo dlente al fragmento activo de esta
s control mantenidas con altas

ctwacxon se inhibe la. muerte

sugleren q
encontraro

Con base en Ios resultados obtemdos en el presente estudlo proponemos

un modelo en el cual se representan Ias vnas de actnvaCIon de caspasas inducidas
por tres dlferente estlmulos lnductores de MCP" . - :
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Figura 9. Posibles vias de activacion de caspasas durante la muerte apoptoética de las CGC
inducida por K5, C2-ceramida y estaurosporina (STS). La liberacion del citocromo c es un
evento comunmente ligado a la fragmentacién y activacién de la procaspasa-9, la cual induce a su
vez la fragmentacion de la caspasa-3 que proteolisa varias proteinas en nucleo y citoesqueleto,
como en el caso de PARP. Esta es la via de activacion de caspasas activada por el K5 y la C2-
ceramida, que en este dltimo caso presenta un retraso temporan en la ejecuciéon de la maquinaria
apoptdtica de las CGC. Por otro lado la STS promueve la activacion de una via de caspasas que

se inicia por la caspasa-2, la cual promueve la activacidon de la caspasa-3 y posiblemente de la
caspasa-9.




RESUMEN DE RESULTADOS

e Las CGC en cuitivo sufren un proceso de muerte:con caractenstlcas apototlcas
cuando son privadas de estimulacion despolarlzante (K25 K5):o ba)o Ia accion

de la estaurosporina (STS) y C2-ceramida.:

mitocondria

no produce efectos xmportantes de |nh|blcxon

cultlvos tampoco tiene efecto en. la sobrev:venvua de los cultivos:.en mnguna de 5

las dos condiciones de muerte.

e E! efecto de los inhibidores de caspasaé éh ia mue apoptotic

inducida por estos estimulos, bloquea la muerte neuronal apoptotica.y. conf‘rma

asi la participacidn secuencial de las caspasas durante este proces

CONCLUSION GENERAL

Los resultados obtenidos en este estudio..no ermiten’‘sugerir’ que tres

diferentes estimulos de muerte, el K5, la: STS ‘y Cé'—:'i:ei'afhida, inducen la

activacion de diferentes vias de caspasas. en un r sm‘o"modelo celular, en este

caso las CGC. Para el caso del K5, es evidente" Ia partlc:pamon de la caspasa-
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. ,conS|derada”

9 como iniciadora del proceso y responsable de la actwacnon 4 fragmentacuon

de la caspasa-3 en tanto que o] ra el caso de la STS, la caspasa—z
ctc Lmi 'odelosgcelulares juega un papel
central cqm acion de Ias proteasas activadas

c2 ceramnda las caspasas-3 y—

eso pbptotlco. en donde la
caspasa-z no parthlpa de manera |mportante NS o
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Caspase Activation Pathways Induced by
Staurosporine and Low Potassium: Role of

Caspase-2

Andrca Caballero-Benitez and Julio Moran™

Department of Neuroscience, Institute of Cellular Physiology. National Univerity of Mexico, México

Apoptotic death is a physiological process with regula-
tory mechanisms that are under the control of different
molecules such as caspases. These are classified as
initiators, such as caspases-8 and -9, and effectors, such
as caspases-3 and -7. The participation of caspase-2 in
the effector phase of apoptosis has been commonly
observed in many cell types; however, it is able to act as
an initiator caspase, depending on the apoptotic stimu-
lus. Cerebellar granule celis (CGCs) undergo apoptosis
when they are transferred from high potassium (K25) to
low potassium (KS5); this process seems to be mediated
by caspase-3 activation. Staurosporine (STS), a full
strength inhibitor of kinase proteins. also induces apo-
ptosis in these cells. To characterize the caspase cas-
cade induced by two stimuli in the same cell type we
studied the activation of different caspases in CGCs
treated with STS or K5. We found that both K5 and STS
induce the activation of caspase-3. This result was con-
firmed by the proteolytic cleavage of poly (ADP-ribose)
polymerase (PARP), an endogenous caspase-3 sub-
strate. Caspase-2 was activated preferentially by STS,
which showed a temporal course suggesting that this
caspase was induced before caspase-3. The initiator
caspase-9 was also activated by both K5 and STS, as
well as cytochrome-c release. The results obtained in this
study suggest that STS and K5 induced different activa-
tion caspase pathways for apoptotic cell death of CGCs.
© 2002 Wiley-Liss, Inc.

Key words: apoptosis; cerebellar granule neurons; cy-
tochrome-c; caspase-2

Apoprosis is characterized by morphological and bio-
chemical changes that involve specific proteolysis of a
subset of proteins, mediated by a group of cysteine pro-
teases known as caspases (Thornberry et al,, 1992).
C are normully present in cells as zymogens with a
low basal acrivity that become active after being processed
into smaller fragments (Nicholson and Thornberry, 1997;
Salvesen and Bixit, 1997). Caspases may undergo self-
cleavage (Fauchen ec al.,, 1995; Munday eral., 1995) or be
activated by other caspases, thus inidating a cascade of
cvents resulting in amplification of the inidal signal (Sten-

P

nicke et al., 1999), Caspases with a large prodomain, such.

© 2002 Wiley-Liss, Inc.

as caspases-1, -2, -8 and -9, act as initiator proteases by
activating a second group of effector caspases (Kumar
1995; Cohen 1997; Salvesen and Dixit, 1997) that contain
short prodamains, such as caspases-3 and -7 (Colussi et al.,
1998).

Initiator caspase-9 may be induced by interaction
with apoptosis activating factor-1 and cytochrome-c re-
leased trom the mitochondria (Li et al., 1997; Krajewski et
al., 1999). Similarly, adapter molecules also induce the
activation of caspase-8 by promoring sclf-cleavage (Sten-
nicke et al,, 1999). The role of the effector caspase-3 in
apoptosis has been characterized extensively (Xue et al,

1996; Kumar et al., 1997; Liu et al., 1997; Mukasa et al..
1997; Chandler et al.,, 1998; Jinicke et al, 1998). This
protease is activated by caspase-8 and -9 (Zou ctal,, 1997;

Srinivasula et al., 1998) and is considered a central com-
ponent of the proteolytic cascade activated during apopto-
sis (Tewari er al., 1995: Nath ctal., 1996; Kothakota et al.,
1997; Genmnain ec al., 1999).

Several lines of evidence point to caspase-2 as a key
element in apoptotic death (Kumar et al,, 1994; Harvey et
al., 1997; Li et al.,, 1997). Caspase-2 has been considered
an initiator caspase in non-ncuronal preparations (Li eval.,
1997; Grassmann et al., 2001; Zhu ec al,, 2001), a sugges
tion supported by the fact thac this caspase has a long
prodomain, which is associated with the adapror molecule
IAIIDID. This caspase, however, is activated at the end of”
the apoptotic process acting preferentially as an exccu-
tioner caspase (Van de Craen et al., 1999; Johnson et al.,
2000; Sheanvin-Whyatt et al., 2000; Shimohama ¢t al.,
2001). This idea is also supported by the observation that
caspase-3 induces the activation of caspase-2 (Butt et al.,
1998; Muzio ¢t al., 1998; Swanton ct al., 1999).
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Cercbellar granule cells (CGCs) die apoptotically
when they are transferred from a depolarizing medium
(25 mM KCI; K25) to a normal medium (3 mM KCI; K5).
Under these conditions a group of caspases are induced,
particularly caspase-3 (Armistrong et al., 1997; Ni et al.,
1997;: D"Mello et al., 1998; Marks et al., 1998; Morin ct
al.. 1999; Gerhardt et al., 2001), but not others like
caspase-1 (Marks et al., 1998; Morin et al,, 1999). CGCs
also die by other stimuli, such as staurosporine (STS),
which is a potent inductor of apoptotic death (Koh et al,,
1995; Jacobson et al,, 1996; Krohn ct al,, 1998) and which
also activates some proteases, including caspase-3 (Boix et
al., 1997; Taylor ct al., 1997). Although there is evidence
that caspases are involved in the apoprotic cell death of
CGCs, the caspase cascade induced by two ditferene apo-
ptotic stimuli in these cells is not known in detail. in this
regard, the role of caspase-2 in this preparation has not
been clucidated.

We studied the cffect of low potassium and STS on
the activation of ditfferent caspases in cultured CGCs.,
Using different parameters we found that both K5 and
STS induced activation of caspases-3 and -9, as well as the
translocation of cytochrotme-c to the cytosol. In contrast
to K3, $TS markedly activated caspase-2; thus, two dit-
ferent stimuli induced ditferent caspase acdvation path-
ways in the same cell type.

MATERIALS ANID METHODS

Fetal calt sennm penicillin/strepromycin were obuined from
GIBCO (Grand Island, NY). Polv-t-lysine (inol. wt. >300,000),
trypsin, sovbean trypsin inhibitor. 1D Nase, staurosporine, 3-(4.5-
dunecthylthiazol-2-yvD)- -diphenyltetrazolium bromide (MTT)
and reagents tor polyacrylanmide gel clectrophoresis (PAGE)
were  obtained  trom Sigma (St. Louis, MO). Enhanced
chemilununescence-detecting ent tor phosphat alkaline-
conjugated antubodies and molecular sweight markers (kaleido-
scope) were purchased trom Bio-1Rad (Blercules, CA), and poly-
vinyhdene ditfluoride (PVDIF) membranes were from Millipore
(Bedrord, MA). Anubodics against caspase-1, =2, -3, -8 and -9,
polv(ADP-nbose) polymerase (PARDP) and cytochrome-c were
purchased trom Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CAY. Caspase substrates and inhibitors were trom Peptides
International  (Lowisville, KY) and  Calbtochem (Darmstade,
Germany). All other cheniieals were of the purese grade available
trom regular commercial sources.

Cell Cultures

Cercbellar granule cells were obtained as desceribed previ-
ousdv by Morin and Patel (1989a). Brietly, dissociated cell
stsprensions trom the cerebella of S-day-old rats were plated at
densiry of 265 X 107 cells/am? in plastic dishes coated previ-
ously wiath polvet -lysine (3 pg/mil). The culture medium con-
tuned basal Eagle's medium supplemented with 10% (v/v) heat-
macnvated tetal calt’ serum, 2 mdM plutamine, 253 mdM KCl,
S0 pgesml strepromycin and 50 U/Zml penicilling The culture
dishes were incubated ac 37°C in a humiditied 3% CO./95% air
aunosphere, amd cyvtosine arabinoside (10 £M) was added after
200 hr. Atter 7-8 DIV, CGCs were either transterred to a
serume-tree medium containing 3 mM KCI (referred to in the

text as K5) or treated with STS (0.5 M) for varying times
(3—24 hr). In some experiments, cells were incubated with
the indicated concentrations of YVAD-CHO, DEVD-CHO,
VDVAD-CHO, IETD-CHO and LEHD-CHO, preferential
inhibitors of caspases-1, -3, -2, -8 and -9, respectively. LDESD-
CHO was also tested as a caspase-2 inhibitor. Inhibitors were
added with the different treatments (K5 or STS) and were
present until the end of the experiment. Cultures were used for
cell viability or caspase activity measurements.

Ccll Viabilicy

Cell viability was estimated by MTT assay (Mosmann,
1983) at 12— 48 hr after transferring cells to K53 medium, MTT
is transformed to formazan blue by active mitochond and the
absorbance is directly proportional to the numnber ot viable cells.
NMTT (0.5 mg/ml) was added to the cultures and the cells were
incubated 1 hr at 37°C. Atter removal of medium contining the
remaining MTT, 10096 dimethyl sulfoxide was added to exuract
the fortmazan blue produced. After incubation tfor 15 min at
room temperature in darkne formazan blue was quantified
spectroscopically. The results were calculated as the absorbance
at 570 nm minus the absorbance at 630 nm and data were
expressed as the percentage of control groups. As shown pre
ously (Balizs cr al., 1990; Morin et al., 1999), there was a very
good correspondence between the capacity of cultures to form
tformazan blue and the protein and 1DNA contene, as well as the
proportion of neurons that appeared intace by phase-contrase
microscopy.

For some experiments, fluorescein diacetate (FIDA) and
propidium jodide (1) dyes were used to assess cell viabilicy.
FDA enters normal cells and emits a green fluorescence when it
is cleaved by esterases. Cleaved FIDA can no longer permeate cell
membranes. Propidium iodide penctrates dying cells and binds
to DNA and emits a red fluorescence. Brietly, cells were washed
twice, incubated with 5 pp/Ziml of FIDA and 10 pM P} for
10 min at 37°C and then cells were washed with PBS and
observed and photographed with a tluorescence microscope
cquipped with EP illumination using an excitation wavcelength
of 485 or 450 nm.

Subcellular Fractionation

Mitochondrial and cytosolic fractions were obtained
detailed previowsly (Krajewski et al., 1999). Culeures were rinsed
twice with phosphate-buttered saline (PBS) at 37°C. FHomoge-
nization and subscquent stages of’ subcellular fractionation were
rried out in a standard butter coutaining 10 mM Tris-HCI,
0.3 M ethylencbis(oxyethylenenitrilo)-tetm-acetic acid (EGTA)
and (125 M sucrose, pHl 7.4, in the presence of | M phenyl-
methylbulfonyl Huoride (PMSF). 2 pir/ml aprotinin, 1 pg/ml
pepstatin and 53 g/l leupeprin. The homogenate was centri-
fuged at 5,100 X g for 10 min. The resulting supernatant was
centrituged at 14,500 X ¢ tor 30 min at 4°C o yield mitochon-
drial (pellet) and cyrosolic (supernatant) fractions. The mito-
chondrial pellet was washed and resuspended in standard butfer.
In some experiments the pellee was incubated in 1% digitonin
for 10 min and mitochondria were recovered by centritugation
at 14,500 X ¢ for 20 min.

~n
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Cells were cultured for 7 DIV then transferred to ..:
K5 or treated with (.5 M STS. Cell viability was =
cvaluated as MTT transfonnation (see Materials 25 -
and NMethods) as measured at the indicated times
atter CGC treatment. lnsee shows CGC viability balad
measured as MTT transtonnation of CGCs 24 hr o
after application of ditferent concentration of STS. v
Values are mean = 81 of 5-7 independent exper- 0 10 20 30 40 50 60

iments. Significandy ditterent trom control ((F hr):
< 0.01, 2P << 0,001,

Lmmunoblots

Cells were rinsed twice with PBS at 37°C, homogenized,
sonicated in lysis butfer (25 mM Tris-HCL 530 maM NaCl, 2%
NonodetP-40, 0.2¢ SIDS, 1 pd PMSFE, 2 pp/ml aprotinin,
1 p.;,/n\l pepstatin and 5 ;Lg.,/nxl leupeptin, pH 7.4) and centri-
fuged at 3,400 X ¢ tor 20 min at 4°C. The protein concentration
of the cell homogenates were determined by the method of
Bradford (1976). Homogenates (50 g of protein per lane) were
run under nonreducing conditions in a one-dimensional SDS-
PAGE and clectroblotted onto PVDE membranes at 100 V tor
1 hr. Blots were blocked with Tris-butiered saline/Fween 20
CUTBS)Y butter (100 N ToscHOEL 150 mAN NaCl and 0.8
I'ween, ph 7.5) containin » nontat dry milk tor 3 hr at 4°C
washed three tmes with BS and incubated overnight with
the primary anubody. Atter further washing, the blots were
cubated with alkahine phosphatise-conjugated sccondary an-
ubody for 1 hr at room temperature. After washing, the blots
were processed tor visuabzation using the enhanced chemilu-
minescence ssastem according o the manutacturer’s reconunmen-
dattons (Bio-Rad Laboratories) and exposed to Kodak XAR-3
fnilne Dcisttometrie
Trage-] program,

analysis ot Blots was carried our with the
NIH bmage version 0.93 e
Caspase Activity Measurement

CGOs were washed with PBS and homogenized in lysis
butier. The homogenates were diluted 131 (vol/vol) with glye-
crol and stored ar —70°C Caspas ctivities were assayed by a
method (Thornberry, 1994) in a luminescence
spectrometer (Lunimescence Spectrometer AMINCO ¢ Bow-
man Scries2) using the temrapeptides ACc-YVAD-AMC, Ac-
VDIVAI-ANMC, Ac-DEVD-AMC, 1ETD-AMC and LEHD-
ADMC as substrates to derect the activity of caspase-1, -2, -3,
and -9, respectively. Caspa ctivity was also measured usxnl,
Ac-LIDESD-AMC. The reactions were tollowed for 15 min

tHuovrometne

Time (h)

atter addition of substrate (25 M) and cell homogenate
(30 myz/ml) in a standard solution containing 100 mM HEPES,
10% (wt/vol} sucrose, 0.1% (wt/vol) 3-[(3-cholamidopropyl)
dimethylanumenio]-1-propane sulfonate (CHAPS), 10 mM di-
thiothreitol, 1 M EDTA, 1 miM PMSFE, 2 pg/mt aprotinin,
1 pg/ml pepstatin, and 5 pg/mi leupeptin,

Statistical Analysis
Daca are expressed as the mean = S1D values, and statistieal
significance of the results was determined by Student’s £-tese.

RESULTS

Effect of K5 and Staurosporine on Cell Death of
CGCs

In a previous study it was observed that CGCs
grown for 7 DIV in a K25 medium and transterred to a
low K medium die in a concentration-dependent manner
(I>’Mello et al., 1998; Morin et al,, 1999). We contirmed
those results, evaluating cell viability as MTT cransforma-
tion of CGCs treated with Under these conditions we
found a reduction of cell vnbxllty of about 55% and 73%
after 24 hr and 48 hr, respectively, when compared to
control (Fig. 1). These results were similar to those ob-
tiined using FIDA-PI to label living cells (49.8 *= 4.1 %
after 24 hrand 28.3 2 3.9 after 48 hr). Similarly, $TS u
at a concentration of” 0.5 uM induced a decre
viability of 30% and 80%, atter 24 hr and -8 hr, similar to
what was observed for K5 (Fig. 1). CGC death induced by
STS is also concentration-dependene (Fig. 1, insert).
When cells grown in a K25 medium for 7 DIV were
treated with 0.25 pM, 0.5 pM, or 1 M STS for 24 hr,
cell survival was reduced by 30%, 50% and 70%, respec-
tively (Fig. 1, insert).
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These results were supported by the change in the
morphological appearance of CGCs transferred to K5
medium or treated with STS and observed by phase con-
trast microscopy (Fig. 2). Both, K5 and STS (0.5 M)
treatments induced similar morphological alterations of
CGCs. Atfter 24 hr most cells exhibited a decrease in cell
volume and an appreciable degeneration of their soma and
neuritic processes, ticularly in the presence of STS.
After 48 hr most cells are already dead in both conditions
(Fig. 2).

Caspase Activation by Staurosporine and K5
Caspase-3. The activity of caspases-1, -2, -3, -
and -9 was evaluated using fluorogenic substrates. It has
been demonstrated that these subserates show specificity
for the different caspases (Thomberry cral., 1997) and this
was further confirmed in this study with the observed

Fig. 2. Effect of K5 and STS on che
morphology of CGCs. Cells were cul-
tured tor 7 DIV in K25 (Control) and
cultures  were tramferred 0 K5 or
ereated with STS (0.5 pM). Cultures
were observed under phase ¢ ast wmi-
croscopy after 24 or 48 hr. Scale bar =
S0 .

fragmentation of these caspases together with the action of
caspase inhibitors. The activity of caspase-3 was measured
as Ac-DEVD-AMC clecavage at different times after treat—
ment. As it has been shown previously (Shultz cral., 1996:
Atlante et al., 1998; Morin ct al.,, 1999), DEVID-AMC
cleavage was markedly increased in cells transferred to a
K5 medium (Fig. 3A), IDEVIDD cleavage reached a maxi-
mum after 8—12 hr and then showed a marked decrease
(Fig. 3A). The activity of caspase-3 was inhibited by
approximatcly 36% and 48% when cells were incubated
during 8 hr with K35 in the presence of cas
inhibitors (10 M), respectively (not shown). When cells
were treated with 0.5 M STS, Ac-DEVID-AMC cleav-
age showed a time course similar to that observed for K5,
although the activation was markedly lower (about three
times). The time course of caspase activity and procaspase
fragmeneation observed by immunoblot a

.
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Fig. 3. Effect of TS and K53 on DEVD cleavage and ase-3 and
PARP processing in CGCs. Celh nuintained in K25 (C) tor 7 DIV
were transferred to K3 or treated with U5 M STS for the indicated
periods of time. A: Tine counc of clea « of Ac-DEVI)-AMC.
Resules are expressed as the change in fluorescence per hour per
milligram of protein. Values are mean = S1) of five independent
experiments. Significandy different from control (0 hr): *P2 < 0.01,
=P << 0,001, B: Time coure of caspase-3 fragmentation by K3 or .5

STS

M STS. analyzed by Western blur assay. The 17-K1Da band shown is
a product of proteolysis ofthe caspase-3 proenzyme atter 3. 8, and 12 hr
of treatinent. C: Densitometric analysis of the 17-kIa band of repre-
sentative inununoblot from five separate experithents. Analysis was
carmied out as detailed in Materials and Methods. D: Tinwe course off
PARP fragmientacion induced by STS and K5 in CGCs revealed by
immunoblot assay. Arrows indicate intact (116 kDDa) and 85-k12a frag-
ment of PARP after 8. 12, and 24 hir of treatment.
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ally showed an apparent lack of correlation that could be
explained by a loss of the proteolytic activity of the frag-

ment but the preservation of the fragments immunoreac—

tivity. In the presence of 10 uM caspase-2 inhibitor during

STS incubation the activity of caspasc-3 was reduced by

almost 66% (not shown).

As IDEVD can be cleaved by caspases-3 and -7
(Thornberry etal.,, 1997), we used Western blot analysis to
evaluate the generation of the active fragments of
caspase-3 and caspase-7 in homogenates from cells treated
with K5 or STS. Under these conditions, caspase-7 was
not processed after 3—24 hr of treatment (nor shown). In
contrast, immunoblot assays revealed the presence of 17-
kIDa fragments derived from caspase-3  procnzyme in
CGCs treated with both K3 and STS (Fig. 313). The time
course of the caspase~3 processing was similar to that
observed for the caspase activity, i.e., the higher density of
the fragments corresponded to 8~12 hr of treaunent as
cvidenced by the densitometric measurementss (Fig. 3C).
These results, together with the suggestion that caspase-7
is not present in the brain, may indicate that caspase is
responsible for Ac-IDDEVII-AMC cleavage in our prepara-
tion.

To further confirm the activation of caspase-3, we
determined the proteolytic cle. e of PARP, a natural
substrate of caspase-3. by detecting the characteristic 85~
kIDa fragment via Western blot (Fig. 313). The PARP
processing in homogenares from CGCs treated with K5
was similar to that observed in other seudies (Eldadah et
al.. 1997: Tavlor ct al., 1997). Under both conditions
there was a time-dependent deercase ot the PARDP levels
(116-K124 band) concomitant with an increase in the den-
sity of the 85-kI?a band. corresponding to one of the
products of PAIRP protcolysis by caspase-3 (Fig. 313). The
higher levels of the 853-KDa fragments were observed
between 8—12 hr.

Caspasce-8. It has been shown that ¢
vation is induced by the initiators caspase
difterent sdmuli (Srinivasala et all, 1996; Muzio et al,
1998: Thornberry ¢t al., 1U97; Stennicke and Salveson,
1998). We have evaluated the activity of caspase using
the Ac-IETD-ANMC peptide as a preferred  substrate
('[‘hurnlurr\ et al, 19V7). lnturulim,ly. we observed the
presence ot asnu Al buc \u,nlng.lnt caspase-8-like acrivity
under control conditions (Fig. 4A). When cultures were
treated for 3 hr with cither l\'u or 0.5 pM STS, we found
a reduction tollowed by an increase of the basal activity of’
caspase-8 (Fig. 4A). After 24 hr the activity in K3 and STS
conditions almost disappeared (Fig. 4A). In line with the
observed activity, when we analyzed the processing of
caspase-8 by Woestern blot assay we detecred the p20
tragnent in homogenates of conerol cells and from cells
treated with both STS and K3 (Fig. 41), as evidenced by
the densitometric measurements (Fig., 4C).

Caspase-9. Ac-LEHID-AMC cleavage was used
to evaluate the activity of caspase-9. We found that STS
produced a marked etfect on caspase-Y activation, showing
a three-fold increase of LEHID cleavage after 8 hr of the

spase-3 acti-
8 and -9 by

treatment (Fig.
buc significant

5A). K5 treatment also induced a smaller
activation of caspase-9 (Fig. 5A). In a
previous study we reported a lack of caspase-9 activity
induced by K5 (Valencia and Morin, 2001) evaluated as
substrate cleavage. This lack of activity could have been
due to technieal problems. including the integricy of this
substrate, which could have lead to an inaccurate estimate
of protease activity. In the present study we included
additional experimental approaches to evaluate the partic-
ipation of this caspase; by inumunoblot assay, we con-
firmed the activation of caspase-9 by K5 by showing the
presence of the 10-kDa fragments induced by this condi-
tion (Fig. 5B). On the other hand, in STS homogenates
the p10 band was prominently displayed (Fig. 513). In both
cases the ply lr.\glnuus were evident after 8 hr and chey
were present after 24 hr (Fig. 5B). These results are shown
in the densitometric measurcments (Fig, 5C).

Caspase-1.  We measured the activity of caspase-1
as Ac-Y VAD-AMC cleavage and found that caspase-1 was
not activated by K3, in agreement with previous studies
(Morin ct al, 1999). Similarly, STS did not atfece
caspase-1 activity at any time measured (G.e., 5 min to
24 hr, not shown). These results were supported by the
Western blot assay for caspase-1, in which we could not
detect any fragment from homogenates of K5 or STS-
treated cultures for short (5 min to 3 hr, not shown) or
long periods of time (424 hr).

Caspase-2.  We measured the activity of caspase-2
as Ac-VDVAID-AMC cleavage and tound thac STS in-
duced the processing of fluorogenic synthetic peptide Ac-
VDVAID-AMC 3 hr after the .|pplu1non of tn.num:nt
(Fig. 6A). Under these conditions, the activity of caspase-2
reached the highest Jevels after 8 hr (Fig. 6A). K5 .llﬁO
induced the cleavage of VIDVAII-AMC; however, the
observed increase was small and it showed a nn imum
after 12 hr (Fig. 6A). To contirm these results, we mea-
sured cleavage of diftferene caspase-2 substrate,  Ac-—
LDESID-AMC (Swanton ct al., 1999}, We apain tound
that K5 induced only a slight processingg ot Ac- LIDESID-
AMC atter 8—-12 hr, as compared to 8T8, which induced
a 12- and 5-fold increase of the substrate cleavage after 8
and 12 hr of treatment, r;sng(i\'cly (not shown). To
further cvaluate the acrivation of pase-2 with both
stimuli, an immunoblotr assay was used to mine the
processing ot the procnzyime. Figure 613 shows an 18-kDa
band corresponding to the acdve fragment of caspase-2 in
hnlnn\_,-.n.ltgﬂ from cells treated with STS for different
lengths of time. This fragment was observed between 3
and 12 hr (Fig. 613). In contr: K5 was not able to induce
caspase-2 fragmentation dunng the first 24 hr (Fig. 613).
These results are shown in the densitometric measurement
(Figz. 6C) and suggest that the cleavage of Ac-VIDVAID-
AMC observed in K3 could be due to the action of

caspase(s) other than caspase-2.

Cytochrome-c Release

One of the proposed mechanismis by which caspase-9
is activated is through the release of cytochrome-c from
mitochondria to cytosol. Figure 7 shows cytochronn.—c
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Fig. 4. Effect of §TS and K5 an [ETD
cleavage and caspase-8 tfragmmentation in

10 15
Time (h)
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24

CGCs, Cells maintained in K25 (C) for
7 DIV were transterred to K5 or wreated
with 0.3 WM STS during the periods of
timie indicated. A: Time course of” Ac-
TETD-AMC. Resules are expressed as
the change in luorescence per hour per
milligram of protwein. Values are mean =
S of seven independent experments.
Signiticandy  different from control
(O hr): *P << 001, B: Tnue courne of
caspase-8 fryggnentation by K5 or 0.5 pM
STS, analyzed by Western blot
Bands correspond to the 20-ki%a frag-
ment ot caspuase-8 proenzyime. C: Den-
sitometric analysis of the 20-k1Da band
from  representative  inununoblot of
three separate experinents, Analysis was
carnied out as deniled in Materials and
Nlethods.

an

detected a 17-kDa band in the mitochondrial and
cytosolic fractions of CGC homogenates. In CGCs treated
with K5, a decrease in mitochondrial cytochrome-c was
observed, reaching a maximal reduction after 8 hr (Fig.
7A). which corresponds to the increase observed in the
cytosolic cyrochrome-c levels (Fig. 7B). STS treatment
also induced a marked reducrion in cytochrome-c levels in
the mitochondrial fraction 6 hr after treatment (Fig. 7A).

These changes in levels of mitochondrial eytochrome-c
also correlated with an increase observed in the levels of
the 17-k1Da band in the cytosolic fraction of these cells, as
compared to controls after 8 hr (Fig. 7B). When the
mitochondrial fraction was treated with digitonin, the

cC 3 & 12 24

K5

3 8 12 24
8T8

cytochrome-c¢ content was reduced markedly (Fig. 7A),
showing that the mitochondrial fracrion was preserved
during fractionation and that the content of cytochrome-c
remained intacr.

Effect of Caspase Inhibitors

To evaluate the role of different caspases on CGC
death induced by K5 and STS, we studied the effect on
cell survival of the caspase inhibitors DEVID-CHO,
IETD-CHQO, and LEHD-CHO, which show rclative
specificity for caspases-3, -8, and -9, respectively.
Caspase~2 was inhibited preferendially by two ditferent
peptides, VODVAD-CHO and LDESD-CHO. The caspase
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LEHD Cleavage (AFh/mg prot)

c s 10 s 20
Time (h)

——— i T W

c 3 8 10 12 24 3 8 10 12 ) F.L, 5. Effect of STS and K5 on LEIHD
ape and 9 fragr in
KS STS CCCs Cells muaintained in K25 (C) for
7 DIV were tramsferred to K5 or treated
with 0.5 M STS tor che indicated pe-
[ o Hods of time. A: Time counce of
250 M
caspase=9 activity m red as the
age of Ac-LEHD-AMC. Resules
200 4 pressed as the change in fluorescence per
hour per milligram of protein. Values
are mean xS of five independent
2 180 1 experiments. Significantly ditferent from
control (0 hr): *P < 0,07, ** > << (L001.
S h = :
100 4 B: Time cotne of cispas

Bl

C 3 8 1012 24

3 8 1012 24 (h)

KS STS

inhibitors were used at a concentration of 10 M, higher
concentrations were ineffective or induced cell death.
Inhibitor specificity was tested in homogenates from cells
with different activated caspases. All caspase activities were
abolished completely when their corresponding inhibitors
were added to the cell homogenates during fluorometric
measurement (not shown). On the other hand, using chis
protocol, the caspase-8 and -9 inhibitors were unable to
modify the activiry of caspase-2 and -3, caspase-3 inhibitor
did not reduce caspase-2 activity, and caspase-2 inhibitor
did not affect the activity of caspase-9. Thus, the peptide
inhibitors scem to be specific for their corresponding

tion by K3 or .3 M STS .m.-l) zed by
Western blot assay. Bands correspond o
the 10-k1Da fragment of the casp 9
procaspase. C: Demitometric ar
the Hl-kl).- band from representative
immunoblot of three separate experi-
ments. Analysis was done as detailed in
Macerials and Mcthods.

caspases. When cells were incubated simultnceously with
caspa inhibitors and K35, we found that CGC death was
reduced slightly by caspase-3 blockers, whereas the
caspase-9 inhibitor significantly protected CGCs from cell
death after 24 hr of treatment (Fig. 8A). Under these
conditons, the caspase-8 inhibitor IETD-CHO had a
small cffect on the K5-induced CGC death (Fig. 8A).
VDVAD-CHO and LDESD-CHO, specific inhibitors of
caspase-2, were not able to block cell death induced by
K5. On the other hand, when CGCs were treated with
STS, caspase-2 inhibitors reduced CGC death by about
70~—80% as compared to control cells (K25); caspases-3, -8

’ ’ A‘xS
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Fig. 6. Effect of 8TS and K5 on the
VIDVAD cleavage and caspase-2 frag-
mentation in CGCs. Cells maintained in
K25 (C) for 7 DIV were tramsferred to
K3 or treated with (0.5 UM STS for the c 3
indicated periods of time. A: Time

12 24 3 8 2 m

counse of the cleavage of Ac-VIDVAI-
AMC. Results are expressed as the
change in fluorescence per hour per mil-
ligraam of protein. Values are mean =
SID of five independent experiments.
Signiticantly  different  trom  control
W hr): = < (0], *wp < (LOOT,
B: Time coune of cispase-
tion by K5 or 0.5 uAt ST
Western blot assay. Arrows show the b=
procnzyime of caspase-2 (48 kIda) and e
the cle s products of proenzyime

caspase-2 (32 and 18 K1Da) after 3, 8 and

12 hr. C: Densitometric analysis of the

IS-K1Da band trom representative iim-

munoblot of four separiate experiments,

Analysis was done as detailed in Materi-

als and Methods.

C

fragmenta-

and -9 inhibitors partially reduced CGC death when used
at a concentration of 10 uM (Fig. 813).

These results were supported by the morphological
appearance of CGCs treated with K5 or STS for 24 hr in the
presence of caspase inhibitors. Figure 9A shows that when
reated with K5, only those CGC cultures treated wwith
inhibitors of caspases-3 and -9 were partially or completely
protected from death. In contrast, the caspase-8 inhibitor
IETD-CHO did not show a significant cffect on the
morphology of CGCs (Fig. 9A) as compared to the K5 or
K25 condidons. In addition, the caspase-2 inhibitors
VDVAD-CHO and LDESD-CHO did not prevent the

120

w0

halyzed by -
-

0

2

o

12 (h)
K6 STS

K53-induced damage. When caspase-3 inhibitor was incu-
bated with caspase-2 or -8, we did not observe any dif-
ference compared to caspase-3 alone (Fig. 9A); however,
the combination of caspase-3 and -9 inhibitors markedly
reduced the CGC death induced by K35 (not shown).
When cultures treated with STS for 24 hr were incubated
with caspase-8 inhibitor, no protective cffect was ob-
served, although caspase-3 and -9 inhibitors partially pro-
tected CGCs from cell death. In contrast, the caspase-2
inhibitor showed a marked protective cftfect against STS-
induced death (Fig. 9B). The combination of inhibitors of
caspase-3 and caspase-2 or -9 completely abolished CGC

§ e v o
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Fig. 7. Etfect of K5 and St on the cytochrome-c release form imito-
chondria in CGCs. Cells maintained in K (C) tor 7 DIV were
tramsferred to K35 or treated with (0.5 M STS tor the indicated periods
of time. Cells were fractionated to yield mitochondrial and cytosolic
fractions as described in Materials and Methods. Representative immu-
noblots of cytochrome-c¢ in the mitochondrial (A} and cyrosolic (B)
fractions of CGCs are shown. In A, cells were treated with digitonin
(Digit; 1%0) before cell fractionation,

death induced by STS. Again, the presence of caspase-3
and -8 inhibitors did not modify alteration of CGC mor-
phology by STS (not shown).

DISCUSSION

Apoprosis is a process of cell death involved in the
homeostasis of organisms. The study and characterization
of molecules that have a Key role in this process has
allowed the clucidation of part of the mechanisms respon-
sible for the apoptotic cell death. Caspases seent to be one
of the main components of apoptotic machinery (Chen et
al., 1998; Ni et al., 1998). The process scems to be carried
out through a protease cascade. A group of caspases aces as
initiators in the cascade, directly or indirectly activating a
sccond group of proteases, the eftector c1\p1su (Kumar,
1995; Cohen, 1997; Salvesen and Dixir, 1997) that medi-
ate the dg.\\',n.,n of a large number of proteins (Nicholson
and Ihornbcrry 1997; Porter et al.. 1997).

In this study, we used two different stimuli, deri-
vation of KC1 (K3) and STS, to induce the apoprotic cell
death of cerebellar granule cells and we found that both
induced the acdvation of different caspases. An observa-
tion from the present study was that some caspases were
not activated by the stimuli used. as it was for ca; -1,
which did not show any activation in CGCs treated with
K5, as observed in previous studies (Marks et al.,, 1998;
Morin et al., 1999). In addition, we tound that STS was
unable to activate caspase-1 in this preparation. In a pre-
vious study using hippocampal neurons treated with STS,
caspase—1 v shown to be activated a short time after STS
exposure (i.e., 30 min), suggesting that this protease could
be an initiator caspase (Krohn et al., 1998). Caspase-1
activity could not be detected in CGCs treated with STS
or K5 l]o\\'k‘\'L‘l’K even at (llllL\ as \l‘lOr( as 5 min. Tl1ll\. it
is possible that the same signal for apoptotic death could
induce different caspase cascades depending on the type of
neuron.

MTT Transformation (ODU)

[-K.} 1
o8

0.4

MTT Transformation (ODU)
o

Fig. 8. Etfect of caspase inhibitors on the CGC death induced by STS
and K3. Cells were cultured tor 7 DIV, then treaced with 0.5 pfM STS
(A) or tamerred to K5 (B). Caspase inhibitors were present ac a
concentration of 10 M from the beginning of treatment. Cel) viability
was measured as MTT trnstonnation r 24 hir {(see Materials and
Methods). Results are expressed as optical density units (ODU). Bars
are mean = S of three independent experiments. Signiticandy dif-
ferent trom STS (A) or K3 (13), *P << (L0, ** P << .00,

Caspase-3 has been shown to act as an effector
caspase during apoptosis in a large variety of preparations
(Xue et al., 1996; Chandler et al., 1998; Jinicke ct al,,
1998; Marks ct al., 1998). As demonstrated in previous
studies (Armistrong et al., 1997 Ni et al., 1997; 1D>"Mello et
al., 1998:; Marks ct al., 1998; Morin ct al., 1999), our
results demonserated that K3 activated caspase-3 in CGCs.
Similarly. STS activated caspase-3 with a comparable tem-
poral course, being evident at 4—-6 hr and reaching a
maximum at about 8—12 hr after CGC treaoment. The
cleavage of PAIRP, an endogenous substrate of caspase-3,
confirmis the activation of this caspase by both K5 and STS
in CGCs. The involvement of this caspase in the apoptotic
death of CGCs by K5 and STS was turther supported by
the effect of the caspase-3 inhibitor on apoptotic deach;




K“IETD-CHO
Fig. 9. Ettect of caspase inhibitors on the morphology ot € n-
duced by K5 or 8TS. Cells were cubtured for 7 DIV in K d

tristerred to K5 or treated with STS (0.5

M) in the presence or
abrence of caspase inhibitors (10 M),

Atter 24 hr cells were observed

however, this condition only partally protected CGCs
from death, which suggests that another etfector caspase.
in addition to caspase-3. could be activated by K5 or STS.
The caspas cade can be initiated by the activation
of spase-8 or -9. Caspase-8 can activate all known
caspases in vitro, including ieself (Srinivasula cral., 1996).
It has been hypothesized thar self-processing of” caspas
nu ¢ determmined by their proximity to other caspases of
the' same type, which is controlled by adapter molecule:
(Srinivasula ct al., 1998; Yang ct al., 1998). Some studies
have hypothesized that initiator caspases-8 and -9 share
this proximity mechanism of activation (Srinivasula et al.,
1998; Yang et al., 1998). The zymogen of caspase-8
i fr1gnunt, and it is hypothe-

possesses ~— 1% of the activ
sized cthat this small activity is cnough to process the
clustered caspase-8 zyvmogen and induce the active form of
this protease (Stennicke et al., 1999). We found that under
contro!l conditions, both (hc caspase-8 fragment revealed
by Western blot and caspase-8 activity are markedly high,
suggesting a basal activicy of this caspase in control cells.
Despite the observed caspase-8 activity, however, these
cells did not show any sign of cell death even after long

Caspase Activation in Granule

Neurons

TS + IETD-CHO

8T8 + LEHD-CHO

under phase contrast microscopy. A: CGCy maintained in K25 (um-
trol) or transterred to K3 plus the caspase inhibiton indicated, B: C
mantained in K25 (control) or treated with 8TS plus the indicated
caspase inhibiton. Scale bar = 75 .

periods in culture. We therefore suggest that a mechanisin
of control for the action of this caspase such as on endog-
cnous inhibitor of apoptosis molecules should be operating
(Devercaux et al., 1997, 1998; Koscki et al., 1998). The
physiological meaning of increased c.xsp“:.,—S activity un-
der normal conditions is not clear. It could be speculated,

however, that this caspase might be involved not only as a
positive effector of cell death, but also in the processing of
molecules nec for cell differentiation or survival.

Further experimental data are nceded to confirm those
possibilities.

In the present work the activity of caspase-8 under-
goes a small increase after a transient reduction induced by
both K5 and STS. This mild response of caspase-8 was
further confirmed by immunoblot analysis. In the case of
the viability studies using caspase-8 inhibitor, the resules
showed only a partial rescue action of this inhibitor on
CGC death induced by KS and, to a lesser extent, by STS.
Recent evidence suggests that apoptotic death of CGCs
induced by K35 is regulated by the activation of caspases-9,
-8 and -3. It has been proposed that caspase-9 is the apical

caspase and responsible for activation of caspases-3 and -8




Caballero-Benitez and Morin

(Gerhardr ct al., 2001). Thesc findings support part of the
results obtained in the present study. We suggest that
caspase-8 could be marginally involved in the caspase
cascade induced by KS5. The role of this caspase in the
process induced by STS scems to be less important.

Caspase-9 may be induced directly by its interaction
with apoptosis activating factor-1 (Apat-1) together with
ATYP and cytochrome-c released from mitochondria (Li ct
al., 1997: Krajewski et al,, 1999). This would, in turn,
activate the effector caspases (Kluck et al., 1997; Harvey
and Kumar, 1998). We found that K5 and STS were able
to induce the release of cytochrome-c in a time-dependent
manner. The observed release of cytochrome-c was in
agreement with the detected activation of caspase~9 and
with the processing of its proenzyme induced both by K5
and STS. Again, the caspase-9 inhibitor markedly reduced
the CGC death induced by K5 and, to a lesser extent, by
STS. 1
caspase-2 in cell death induced by these stimuli,

An interesting result from our study was the activa-
tion of caspase-2 by STS in CGCs. This was evidenced
not only by the cleavage of che synthetic peptide, but also
by the fragmentation of the proenzyme and the remark-
able protective cffect of the inhibitor on the viability and
morphology of STS-treated CGCs. This was furcther con-
tirmed by the marked inhibition of caspase-3 activity
induced by the addition of caspase-2 inhibitor to STS-~
treated CGCs. Thus, caspase-2 seems to have a key role in
the CGC apoprotic death induced by STS but not by low
This caspase has an important role in the apo-
ptonc cell death of different cell types and is active at the
end of the caspase cascade (Colussi et al., 1998; Swanton ct

.11 1999; Van de Craen et al., 1999), suggesting that
caspase-2 can act as an cflector spase in neuronal cells.

On the other hand, some evidence indicates that caspase-2
is acudvated early in the apoprotic process and scems o
precede the caspase-3 activation. According to the potent
cffece of inhibitors on the parameters measured, as well as
the time cou of caspase-2 activation by STS, it could be
proposed that this caspase acts carly in the caspase cascade

in the neuronal type used in this study. This is in line with
the suggestion that caspase-2 could be considered an

initintor/ctlector caspase in other preparations (Li et al,

1997) showing that the activation of this caspase precedes
the activation of spase-3 (Harvey et al,, 1997). These
sugpgestions are also supported by recent evidence obtained
in other preparations (Grossmann ot al,, 2001; Zha ec al.,
2001). In neuronal cells, however, caspase-2 has been
proposcd to be either an effector caspase (Van de Craen et
al., 1999; Johnson et al., 2000; Shearwin-Whyate et al.,
2000; Shimohama et al., 2001) or an initiator caspase
(T'roy et al.,, 2000), as proposed in our preparation. It is
possible that the observed differences could be due to the
nature of the apoptotic signal used, possibility supported
by the present seudy. Finally, in the case of K5 stimulation,
caspase-2 seems to participate only marginally in the ap-
optotic process; thus, in contrast to the STS stimulation,

“aken together, these results support a central role of

we suggest that this caspase does not have a central role in
the mechanisms of CGC apoptotic death.

Based on these results, we proposce that apoprotic
death of CGCs by K35 secimns to be mediated by the release
of cytochrome-c and the activation of caspase-9, which in
turn would induce the activadon of both caspases-8 and
-3. On the other hand, staurosporine seems to activate
caspase-2, which could have an initiator role in the caspasce
cascade by activating caspase-9 (probably induced by re-
lease of cytochrome-c from mitochondria) as well as
caspase-3. Thus, two different stiimuli may induce different
caspase cascades in the same cell
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Titulo breve: Moléculas reguladoras de muerte apoptética.

RESUMEN

La muerte apoptética es un evento natural que
tiene lugar durante el desarrollo embrionario y
es parte de un proceso de eliminacion de
células en organismos maduros,
presentandose también en diversas patologlas
como en el caso de enfermedades
neurodegenerativas. Las células apoptdticas
presentan una serie de cambios morfologicos y
bioguimicos que resultan de una serie de
eventos controlados genéticamente. En el
nematodo Caenorhabditis elegans se han
identificado mas de 10 genes que regulan la
muerte apoptotica observada durante el
desarrollo de este organismo. Para 3 de estos
genes se han identificado homodlogos en
mamiferos: los genes proapoptéticos ced-3 y
ced-4 y el gen antiapoptdtico ced-9. En
mamiferos, los homologos de ced-3 y ced-9
son proteasas miembros de la familia de las
caspasas y Bcl-2, respectivamente, mientras
que ced-4 corresponde a la proteina
proapoptotica Apaf-1 que recluta caspasas al
complejo de muerte. Las caspasas son
componentes clave del proceso apoptotico y
forman parte de una cascada proteolitica
responsable de la degradacion de proteinas
celulares especificas. También existen
moléculas que inhiben la muerte apoptética por
mecanismos distintos a los que sigue ced-3 y
Bcl-2, como las proteinas inhibidoras de
apoptosis (JAPs), caracterizadas primero en
baculovirus de insectos, habiéndose vya
identificado sus homodlogos en mamiferos. Se
sabe que estas proteinas interactuan con las
caspasas inhibiendo su activacién a diferentes
niveles. La caracterizacién de proteinas como
las 1APs, asi como e! estudio de sus
mecanismos de accion han permitido conocer
los elementos reguladores de la apoptosis, lo
que abre la posibilidad de nuevas estrategias
terapéuticas para algunas patologias.

PALABRAS CLAVE: caspasas, proteinas
inhibidoras de apoptosis, muerte celular
programada, moléculas reguladoras.

ABSTRACT

Apoptosis is a normal event in the embryonic
development as well as part of the elimination of
cells in mature organisms, present also during
several pathologies like neurodegenerative and
autoimmune diseases were this process
becomes activated. Cells undergoing apoptosis

show characteristic morphological and
biochemical changes resulting from the activation
of a set of genes. In the nematode

Caenorhabditis elegans programmed cell death
is controlled by more than 10 different genes,
among them ced-3, ced-4 and ced-9 have a
critical role in cell death during development of
this organism. Their homologous protein products
in mammals are proteases belonging to the
family of caspases, the adaptor protein Apaf-1
and the protooncogene Bcl-2 family, respectively.
Caspases are key elements in apoptotic death,
being responsible for the processing and
degradation of cell proteins. Other elements in
this process are regulators of cell death like the
inhibitors of apoptosis proteins (IAPs), initially
characterized in insect baculovirus and for whom
mammalian homologous have been identified.
IAPs seem to inhibit caspases by interacting
directly or indirectly through adaptor proteins,
which are required for the recruitment of
caspases and their activation. The identification
and characterization of IAPs, as well as the
understanding of their mechanisms of action
could open new therapies for different
pathologies.

KEY WORDS: apoptosis, signaling pathways,
regulators molecules.
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INTRODUCCION

La muerte celular programada o apoptosis es un
proceso bioldgico muy conservado a lo largo de
la escala evolutiva, el cual se asocia a la
eliminacion de células para el mantenimiento de
la homeostasis del organismo bajo distintas
condiciones fisiolégicas, como el desarrolio
embrionario. La apoptosis también juega un
papel critico en el origen y la evelucidon de ciertas
patologias como enfermedades autoinmunes y
algunos procesos neurodegenerativos. La
apoptosis se caracteriza por una serie de
cambios morfolégicos y bioquimicos tales como
la fragmentacién internucleosomal del ADN,
condensaciéon de la cromatina, encogimiento
celular y la formacién de cuerpos apoptdticos y la
aparicion de fosfatidilserina en la lamina externa
de la membrana celular, entre otros. En los
ultimos afos se han identificado una gran
cantidad de moléculas que participan en este
fenomeno y que regulan este proceso a
diferentes niveles.

La muerte apoptdética es un proceso
complejo que requiere de la activacion de varias
sefiales y mecanismos de regulacién, los cuales
involucran la participacion de una serie de
moléculas con accion proapoptédtica como en el
caso de los miembros de la familia de las
caspasas, asi como antiapoptéticas como
algunos de los miembros de la familia del Bcl-2 y
las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs). La
caracterizacion de los genes ced-3, ced-4 y ced-
9 en el nematodo Caenorhabditis elegans ha
permitido entender el proceso de muene celular
programada con mayor detalle. Los productos
proteicos de ced-3 y ced-4 inducen muerte
celular, en tanto que el producto proteico de ced-
9, la inhibe. EI homdlogo en mamiferos de ced-4
es Apaf-1, una molécula que funciona como
proteina adaptadora, mientras que los miembros
de la famitia del Bcl-2 son los homalogos de ced-
9 (1). Ei primer homdlogo identificado de ced-3
fué ICE, una proteasa de cisteina involucrada en
el procesamiento de la prointerleucina 18 (2).
Recientemente se han identificado diferentes
proteasas que median muchos de los eventos
biogquimicos que ocurren en la muerte apoptoética.
Estas proteasas se conocen actualmente como
caspasas y se sabe que su activacion ocurre de
manera secuencial y especifica.

Una gran  variedad de eventos
generados durante el proceso apoptdtico se
producen en la  mitocondria, incluyendo
alteraciones en el transporte de electrones, la

~

“proteinas ‘como algunos miembros-de“la familia’

fosforilacion oxidativa y la produccion de ATP,
asi ..  como la liberacion-. de . moléculas
proapoptdticas 'y su interaccién con . otras

del Bcl-2.

Muchos eventos relacionados con la
regulacion del proceso apoptoético ligados a la
mitocondria parecen estar mediados por las
proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y su homologo
Bel-x, (Bcl-x large). Por ejemplo, la muerte
apoptdtica inducida por isquemia o hipoxia se
inhibe tanto por Bcl-2 como por Bcl-x,. En
mitocondrias aisladas, estas proteinas aumentan
la liberacién de protones de la mitocondria X
aumentan la capacidad de amortiguar el Ca*”
mitocondrial (3). Se piensa que estas proteinas
antiapoptoéticas podrian modificar el pH del
espacio intermembranal, provocando asi un
aumento en la velocidad de extrusion de
protones de la mitocondria.

Algunos estudios recientes han
demostrade que Ia activacion de algunas
caspasas depende de la liberacion del citocromo
¢ de la mitocondria al citosol (4). Se ha propuesto
que el citocromo c¢ liberado forma, junto con
Apaf-1 y la procaspasa-9, un complejo
multiproteico que se denomina apoptosoma y
que es responsable del procesamiento de la
procaspasa-9 a su forma activa, la cual puede
activar a su vez a otras caspasas. Las
consecuencias de la liberacion del citocromo ¢
podrian depender del tipo celular. En este caso,
ademas de la activacion de caspasas, el
citocromo ¢ remanente en la mitocondria podria
acoplarse al sitio de union de alta afinidad del
citocromo b-c y a la citocromo c oxidasa para
mantener el transporte de electrones. Bajo estas
condiciones, el consumo de oxigeno y la
produccion de ATP derivadas de la fosforilacion
oxidativa podrian mantenerse sin  abatirse,
mientras que las caspasas activadas podrian
atacar proteoliticamente sustratos citosodlicos y
nucleares llevando a [a célula a la muerte
apoptdtica. Por otro tado, en aquellas células con
niveles altos de inhibidores enddgenos de
caspasas, la liberacion del citocromo c podria
asociarse a otras alteraciones como una
disfuncion en la cadena transportadora de
electrones e incrementos en los niveles de Ca®*
libre y de radicales libres, lo que podria llevar a la
célula a una muerte necrética. Recientemente se
ha considerado al citocromo c como un marcador
de muerte apoptética in vivo (8)
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El factor inductor de apoptosis (AIF),
otra proteina que también es liberada de la
mitocondria, se transloca al ndcleo como
resultado de un estimulo apoptético. Aungue los
mecanismos de accidéh del AIF aun son
controversiales, este factor induce condensacion
de cromatina y fragmentacién de ADN en
nucleos aislados y es capaz de inducir liberacion
de citocromo c y la activacion de procaspasa-9.
En algunos estudios se ha visto que su accién es

bloqueada por inhibidores generales de
caspasas, sugiriendo la posibilidad de que el AIF
sea otra caspasa capaz de procesar

procaspasas; sin embargo, otros estudios han
demostrado que ninguno de los efectos del AIF
se ven afectados por inhibidores de caspasas, lo
que apoya la idea de que el AIF sea un efector
mitocodrial de muerte apoptdtica independiente
de caspasas. La secuencia de aminoacidos de
AIF posee una estrecha homologla con
oxidorreductasas de organismos vertebrados y
bacterias, sugiriendo un papel como
oxidorreductasa mitocondrial y efector de muerte
independiente de caspasas.

La mitocondria es también una fuente
importante de produccién de aniones superdxido.
Durante la transferencia de electrones, se estima
que de 1 a 5% de los electrones de la cadena
respiratoria participan en la formacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS). EI
contenido de superdxidos y la peroxidacion de
lipidos se incrementa durante la apoptosis; aun
no es claro si la generacion de ROS es una sedal
de inicio o una consecuencia del proceso
apoptotico. El colapso del potencial de la
membrana interna de la mitocondria se considera
un evento importante dentro del modelo general
de apoptosis. Este proceso lleva a la apertura de
un canal de alta conductancia conocido como el
poro de transicion mitocondrial (PTM). La
apertura de este canal disiparia el gradiente de
protones a través de la membrana interna, o que
desacoplaria la cadena respiratoria y favoreceria

la liberacion del citocromo c¢ del espacio
intermembranal de la mitocondria hacia el
citoplasma. Sin embargo, algunos estudios

indican que la liberacién del citocromo ¢ y la
activacién de las caspasas ocurre antes de que
se detecte la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial, esto implica que el PTM podria
aparecer en eventos posteriores a la activacion
de las caspasas mediada por el apoptosoma.

L)

Familia de ICE/Ced-3 (Caspasas)
Las caspasas son prot de cisteina con una
preferencia absoluta de residuos de Asp en la
posicion’ Py para el procesamiento proteolitico del
sustrato. Hasta el momento se han descrito 14
caspasas, las cuales, a excepcion de la caspasa-
9, comparten una secuencia homaodloga con ced-3
incluyendo el sitio catalitico con el pentapéptido
QACRG (Fig 1A). Estas proteasas se sintetizan
como zimbégenos precursores con muy poca
actividad catalitica, estan constituidas por un
prodomino en la region N-terminal y 2 regiones
que al fraccionarse generan dos subunidades
cataliticas. En el zimégeno el prodominio es
altamente variable en longitud y secuencia y esta
involucrado en la regulacién de la activacion de
la proenzima. Las subunidades producidas se
asocian con los fragmentos de otra caspasa
para formar un tetrdmero cuyos sitios cataliticos
funcionan de manera independiente (Fig 1B).
Estas proteasas se activan cuando sufren un
procesamiento proteolitico en residuos de Asp
que puede estar mediado por otras proteasas o
incluso puede ser autocatalizado, inducido bien
por moléculas que funcionan como activadoras
del procesamiento del zimégeno a enzima activa,
o bien, por la remocion de moléculas inhibidoras.
La familia de las caspasas se ha
dividido en 3 subfamilias: la subfamilia de la
caspasa-1 dentro de la cual se encuentran la
caspasa-1 (ICE), caspasa-4 (ICErel-lll, TX, ICH-
2), caspasa-5 (ICErel-ll, TY), caspasa-i1 (Ich-3),
caspasa-12, caspasa-14 (MICE); la subfamilia de
la caspasa-2 representada por la propia
caspasa-2 (lch.1); y la subfamilia de la caspasa-3
que incluye a la caspasa-8 (FLICE, MACH,
Mch5), caspasa-8 (ICE/LAPBE, Mch6), caspasa-
10 (FLICE2, Mch4) caspasa-3 (Yama, CPP32,
apopaina), caspasa-7 (ICE/LAP3, Mch3, CMH-
1), caspasa-6 (Mch2). Existe una clasificacion
alterna que se basa en el tamano del prodominio.
lLLas caspasas con grandes prodominios, como
las caspasas-2, -8 y -9, funcionan como
iniciadores de sefales que se encuentran al
principio de cascadas proteoliticas, mientras que
las que presentan un prodominio pequefio, como
las caspasas-3, -6 y -7, se localizan debajo de
las caspasas iniciadoras y funcionan como

proteasas efectoras que rompen principalmente
citoesqueleto

sustratos proteicos en nucleo y
(6).
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Figura 1. Funcidn y estructura de los miembros de la familia de las caspasas. A. Las caspasas han sido
identificadas desde organismos tales como el nematodo Caenorhabditis elegans hasta el hombre. Aqui se
muestran 13 de las 14 caspasas caracterizadas hasta el momento, las cuales tienen un papel importante
tanto en la muerte apoptética como en la respuesta inflamatoria. B. Las caspasas activas se componen de
una subunidad grande (~20 kDa) y una pequefia (~10 kDa), cada una de las cuales contribuye
estructuralmente a la formacién del sitio activo. Al igual que otras proteasas, las caspasas se sintetizan
como precursores o zimaégenos que sufren un procesamiento proteolitico para activarse. El dominio N-
terminal que es altamente variable en longitud (de 23 a 216 aminoacidos) y secuencia, esta involucrado en

regular la actividad de la enzima (modificado de16)

Muchas proteinas del citoesqueleto son
sustratos potenciales de varias caspasas. Un
sustrato importante de |la caspasa-3 es la
gelsolina, una proteina reguladora que lleva a
cabo multiples funciones en citoesqueleto. Se ha
demostrado el rompimiento de esta proteina
durante la apoptosis in vivo, asi como su
rompimiento por accion de la caspasa-3 in vitro.
La lamina A, una proteina constitutiva de los
filamentos internos del nucleo celular es un
substrato potencial de la caspasa-6, la cual
puede ser procesada y activada por multiples
estimulos. La a-espectrina no eritroide, también
llamada ao-fodrina, se rompe por caspasa-3
durante !a muerte apoptética de células
granulares de cerebelo. Se ha demostrado en
modelos in vitro que uno de los sustratos mejor

caracterizados de las caspasas es la proteina
nuctear PARP (poli-(ADP) ribosa polimerasa),
una enzima involucrada en la reparacion del
ADN (7). Algunos estudios indican que la
caspasa-3 interactta con varias proteinas
citoplasmicas para generar la fragmentacion del
ADN nuclear. El factor de fragmentacién de! ADN
(DFF), es una molécula citosdlica mediadora de

2 subunidades de 40 y 45 kDa, esta ultima puede
ser proteoliticamente procesada por la caspasa-
3. Una vez que la subunidad de 45 kDa se ha
procesado y es activada, se requiere para el
rompimiento de substratos nucleares tales como
PARP y lamina B; sin embargo, no es necesaria
para la fragmentacion del ADN nuclear, l[a cual
puede estar mediada principalmente por
nucleasas dependientes de Ca®/Mg**.
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La activacion de Ilas caspasa
iniciadoras como las caspasas-8 y —8, requiere
de la participacion de moléculas acopladoras
especificas, un mecanismo comunmente
observado en las proteasas en general, esta
union estd mediada por al menos dos estructuras
"motive” distintas que residen tanto en el
prodominio de las caspasas como en la molécula
reguladora correspondiente (Fig 2A y 2B). Por
ejemplo, la activacién de la caspasa-8 requiere
de su asociacién con la proteina adaptadora
FADD (Fas-Associated Protein with Death
Domain) a través de un dominio de interaccién
proteica denominado DED (Death Effector
Domain), en tanto que la activacion de la
caspasa-9 involucra fa formacion de un complejo
con Apaf-1 a través de otro dominio de
interaccion proteica, CARD (Caspase
Recruitment Domain) (Fig 2B). La caspasa-9
parece requerir de multiples factores para
activarse que incluyen a Apaf-1 y al citocromo c.
Hay evidencias que indican la existencia de vias
apoptéticas que dependen de ambas caspasas,
in vivo e in vitro. El gen de la caspasa-9, también
genera dos isoformas por procesamiento
alternativo del transcrito primario.

Se ha propuesto que los zimogenos de
las caspasas estan latentes en las células en
forma de mondémeros y en complejos que
impiden su autocatalisis, y que las moléculas
reguladoras permiten que dos o mas caspasas
precursoras estén proximas unas a otras,
permitiendo asi su activacion autocatalitica. El
efecto de estas proteinas reguladoras puede ser
directo o indirecto, removiendo alguna molécula
inhibidora. En el caso de la activacion de las
caspasas efectoras, existen evidencias
experimentales que apoyan el modelo de una
cascada proteolitica mediada por la activacion de
los zimégenos (Fig 2) inducida por ofras
caspasas. Una sedfal proteolitica lleva a la
activacién de una caspasa iniciadora que a su
vez procesa y activa a las caspasas efectoras,
de ahi que diferentes senales apoptdticas
induzcan los mismos cambios bioquimicos y
morfologicos.

Familia de Ced-9/Bcl-2.

En mamiferos, el proto-oncogen bcl-2 es
funcional y estructuralmente homologo a Ced-9
de C.elegans. Bcl-2 fue inicialmente identificado
como un gen asociado al desarrollo de leucemias
granulociticas de células B, de donde deriva su
nombre (B-cell leukemia gene 2). Existen dos

c funcionalmente diferentes de proteinas
relacionadas con Bcl-2: las proteinas
antiapoptdticas como Bcel-2, Bel-x,, Bel-w, NR-13,
A1, Boo 'y Mcl-1 y los moléculas proapoptéticas
que incluye a Bax, Bak, Bcl-xg, Bad, Bid, Hrk,
Bim y Bok/Mtd (Fig 3) (8). En la estructura de
estas proteinas se han identificado 4 dominios o
motivos muy conservados que se conocen como
regiones de homeologia con Bcl-2, denominados
“Bcel-2 homology regions”, BH1, BH2, BH3 y BH4.
Estas secuencias son responsables en gran
parte de la homo y hetero-dimerizacion,
caracteristica comun entre los miembros de la
familia. La proteina Bcl-2 esta asociada a
estructuras membranales del nucleo, reticulo
endoplasmico y membrana externa mitocondrial,
al igual que el resto de los miembros de la
familia, aunque recientemente se ha encontrado
que una porcion de Bax puede encontrarse en la
fraccion soluble celular. Algunos estudios indican
que Bax se redistribuye del citosol a mitocondria
después de la induccién de la apoptosis y que
esta proteina sufre un cambio conformacional
adoptando una estructura en «-hélice anfipatica
que se une con gran afinidad a Bcl-x., a través
de interacciones hidrofébicas y electrostaticas.
La regién BH3 en algunos de los miembros
proapoptoticos de la familia, tales como Bax y
Bik, promueve la interaccion de estas proteinas
con Bcl-x, neutralizando la funcién antiapoptética
de Bcl-x, y favoreciendo la muerte apoptotica.

Bcl-2/ Bel-x
Diversos estudios in vitro indican que el producto
proteico del gen bcl-2 inhibe la muerte de células
neuronales inducida por deprivacion de suero,
glucosa y factores de crecimiento. Varias
proteinas antiapoptoticas que pertenecen a esta
familia inhiben la muerte inducida por Ila
activacién de los receptores de muerte de la
familia del factor de necrosis tumoral (TNF) e
inhiben la activaciébn y autoprocesamiento de la
caspasa-8. Bcl-2 se expresa ampliamente
durante el desarrollo embriogénico
(principalmente en cerebro e higado)
disminuyendo sensiblemente en el estado adulto
y vuelve a aumentar en células senescentes.

En las proteinas antiapoptéticas como
Bcl-2 y Bel-x, los dominios BH1 y BH2 participan
en el proceso antiapoptético y en Ila
heterodimerizacion de éstas con otras que
promueven la muerte tales como Bax, en tanto
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Figura 2. Cascada de activacion de caspasas y su posible regulacién en células apoptdticas. A. En la apoptosis, las
caspasas son las responsables directas del procesamiento proteolitico de proteinas nucleares y de citocsqueleto, que
lleva al desensamblaje celular. Ellas son también responsables de regular los eventos iniciales de la  muerte apopiética.
Diferentes seilales proapoptéticas inducen la activacion de caspasas iniciadoras, las cuales a su vez inducen la
activacién de las caspasas efectoras. responsables de la fragmentacion proteolitica de una gran cantidad de proteinas,
generando asi los cambios morfoldgicos caracteristicos de la muerte apoptotica. B. Las caspasas pueden ser reguladas
por moléculas inhibidoras o inductoras que modifican su activacidon. El modelo propuesto sugiere que una senal
proapoptotica induce la activacién de vias de sefalizacién en las que participan diferentes moléculas, entre ellas las
caspasas. proteinas adaptadoras y “cofactores” comeo ei citocromo ¢ mitocondrial liberado al citosol. Algunas proteinas
inhibidoras pueden sufrir moditicaciones estructurales que las llevan a inactivarse. Todos estos procesos regulan la
activacion de caspasas. RAIDD (Recruitment apoptotic inductor with death domain). FADD (Fas-associated protein
with death domain). FLIPs (FADD-like ICE inhibitory proteins). ARC (apoptosis represor with caspase recruitment
domain). TRADD (TNF-receptor associated death domain), RIP (receptor interacting protein), TRAF2 (TNFR-
associated factor-2). MKK7 (MAP/Erk kinase kinase-1), tBid (truncated BId), PISK (phosphatidylinositol-3-kinase)
(modificado de 16)
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que el dominic BH3 de los miembros
proapoptoticos es esencial para su activacion .y
heterodimerizacion., Se ha determinado que los
dominios BH1, BH2 y BH3 influyen fuertemente
la homo y la heterodimerizacion, sin embargo, no
se requieren para la funcién de las proteinas
antiapoptéticas, mientras que para aquellas que
promueven la muerte son esenciales.

El mecanismo por el que Bcl-2 regula la
apoptosis aun no es claro, sin embargo su
localizacion en la membrana externa de Ia
mitocondria podria estar relacionada con la
funcion mitocondrial implicada en la apoptosis.

Se ha propuesto también que Bcl-2 es
un poderoso antioxidante y que tiene la
capacidad de interferir con las vias de
sefalizacion mediadas por Ca®'. Algunos
estudios sugieren que las proteinas
antiapoptéticas podrian  funcionar inhibiendo
directamente la habilidad de las moléculas
parecidas a Ced-4 para inducir la activacion de
las caspasas (Fig 2). Recientemente se ha
reportado que Bcl-x, puede unirse también a
Apaf-1 e inhibir su asociacidon con la procaspasa-
9. Bcl-x, presenta una distribucién intraceluiar
similar a Bcl-2, su estructura recuerda a los
dominios de insercion a membranas de toxinas
bacterianas; esto podria apoyar la hipétesis de
que los miembros de {a familia que contienen ios
dominios BH1 y BH2 inducen la formacién de
poros en organelos tales como mitocondrias, sin
embargo, ni Bcl-x, ni Bcl-2 ni Bax forman
canales en bicapas lipidicas in vitro, y aquellos
creados por Bax y Bcl-2 tienen diferentes
caracteristicas que incluyen una gran
selectividad iénica (9).

Bax
La induccion de la expresién de la proteina
proapoptotica Bax activa un programa de muerte
apoptotica que incluye disfunciones
mitocondriales como alteraciones del potencial
de membrana y produccion de ROS sin
liberacién de citocromo ¢, asi como la activacion
de las caspasas-3 y —9. Sin embargo, si bien no
hay duda de que in vitro Bax puede formar
heterodimeros, aun no se ha podido determinar
con exactitud si Bax se une a Bcl-2 dentro de la
célula y en respuesta a algun estimulo
fisiologico, ya que los diferentes detergentes
utilizados para la lisis celular facilitan esta
asociacion.

La sobreexpresién de Bax antagoniza el
efecto protector del Bel-2. En células

susceptibles a la muerte apoptdtica, la porcién de

Bax que. se localiza en el citosol normalmente se

. encuentra --como monomero inactivo. Bax se
“transloca a la mitocondria en respuesta a una

sefal de muerte, posteriormente sufre un cambio
conformacional y se homodimeriza insertandose
en la'membrana interna de la mitocondria. Aun

- en presencia de inhibidores de las caspasas, la

sobreexpresién de Bax y las proteinas
proapoptéticas relacionadas a ésta pueden
inducir apoptosis. Se ha propuesto que Bax
podria mediar la muerte independientemente de
las caspasas a través de la formacion de canales
que podrian inducir alteraciones en la
permeabilidad de la membrana mitocondrial (9).
sin embargo, la relevancia fisioldgica de este
fenomeno aun es incierta. Se ha propuesto
también que la actividad proapoptdtica de Bax
puede neutralizarse por fosforilaciéon mediada por
la cinasa AKT/PKB. Esta cinasa se activa en
respuesta a una gran variedad de estimulos
hormonales, lo que representa un mecanismo
adicional de modulacion de la actividad
proapoptoética de Bax.

IAPs (“inhibitor apoptosis proteins™})

En algunos de los casos, |la apoptosis representa
una estrategia para eliminar a aquellas células
que han sido infectadas viraimente. Una
respuesta adaptativa ante esta situacion es la
creacién de mecanismos virales para inhibir este
proceso de muerte (10). Las caspasas parecen
ser un blanco de proteinas virales que se activan
en respuesta a estimulos de muerte inducidos
por las células infectadas, entre las que se
encuentran, p35, crmA  y  las proteinas
inhibidoras de apoptosis (JAPs), tres diferentes
clases de proteinas antiapoptéticas
baculovirales. Aunque los genes de las 1APs
fueron originalmente descubiertos en el genoma
de virus de insectos se han encontrado ya sus
homadlogos celulares en el genoma de insectos,
aves y mamiferos incluyendo al hombre (11).
Recientemente se ha descubierto que algunas
de las IAPs en humanos son potentes inhibidores
de caspasas y de la muerte apoptdtica inducida
por diversos estimulos.

Aunque las IAPs y p35 no poseen una
homologia de secuencia obvia, estas proteinas
son funcionalmente similares. Se sabe que las
IAPs, al igual que p35, ejercen sus efectos
uniéndose e inhibiendo a las caspasas, como es
el caso de la XIAP (12).
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estas proteinas (modificado de 17)

Hasta el momento se han identificado 6
proteinas de la familia de las IAPs en humanos:
NAIP clAP1/HIAP2/Hmihb, clAP2/HIAP1/hMIIHC,
XIAP/MILP, survivina y BRUCE (13) (Fig JA). Estas
proteinas contienen en su estructura 2 motivos: un
domino N-terminal que contiecne hasta 3 repeticiones
imperfe de ~70 aminoicidos. ricas en residuos de
cisteina ¢ histidina denominadas unidad de repeticion
tipo IAP identificada en baculovirus (“baculovirus
IAP repear™ (BIR)) ¥ un “RING finger™” en la region
c-terminal de unidn a zinc que se encuentra en varias
proteinas nucleares  y  citosdlicas  involucradas en
funciones como la transcripcidon y  reparacion  de
ADN. proliferacion y diferenciacion celular. E!
motivo BIR es exclusivo de las 1APS y ha sido
identificado en proteinas de
Schizosaccharomyces pombe y Saccharomyces
cerevisiae, en el nematodo Caenorhabditis
elegans, en Drosophila melanogaster y en
algunas especies de mamiferos (14). Es
importante hacer notar que el dominio “RING
finger” de las IAPs se localiza en la regién C-
terminal, mientras que en el resto de las

proteinas que lo presentan se encuentra en la
region N-terminal.

En las IAPs de mamifero y las proteinas
relacionadas a éstas, los dominios BIR y RING
estan separados por una regién anfipatica de
120 a 170 residuos cuyo papel atn no se ha
definido. Esta regién no se encuentra en las IAPs
codificadas por el baculovirus (Fig 4A). La
proteina inhibidora de apoptosis neuronal (NAIP)
posee una homologia limitada con el resto de las
IAPs, sin embargo, su actividad antiapoptotica en
la atrofia muscular espinal (SMA) parece ser
importante. Las clAP1 y clAP2 de mamiferos se
han identificado como componentes del complejo
de senalizacidn de receptores del factor de
necrosis tumoral (TNFR), a través de su unién al
heterocomplejo TARF1-TRAF2 (TRAF es una
proteina adaptadora que forma parte del
complejo de activacion inducido por la unién de
los receptores a TNF a su ligando). La activacién
de! receptor de TNFa tipo 2 (TNFR2/p75) por su
ligando, el TNFa, induce el reclutamiento del
complejo TRAF1-clAP al dominio citoplasmico
del receptor; las IAPs no se unen directamente a




TNFR2, la unién se da a través de TRAF2. E!
heteromero TRAF2-clAP2 también se ha
identificado en el complejo de senalizacion del
receptor de TNF tipo 1 (TNFR1/p55). A diferencia
de éstas la XIAP, otro miembro de la familia de
las 1APs, no interactha con ninguna de las 6
proteinas TRAFs, esto sugiere que su funcién
podria ser diferente a la del resto de los
miembros de la familia (12).

Se sabe que la activacibn de ambos
receptores, induce muerte apoptotica. E! receptor
TNFR2 transduce sefales a traves de la
interaccion de su dominioc citosdlico con la
proteina TRAF2 (TNFR-associated factors 1y 2,
que también forman parte de una familia de
proteinas adaptadoras) y su interaccién con
TRAF1 depende de la formacién de un
heterocomplejo con TRAF2. clAP1 y clAP2, son
dos componentes recientemente identificados del
compiejo de senalizacion TNFR2. clAP1 y clAP2
interactban con los dominios N-terminales de
TNFR de TRAF1 y TRAF2 a través de los
dominios BIR (Fig 4B). Esto indica que el
dominio BIR, podria constituir un dominio de
interaccion proteina-proteina. Estudios recientes
indican que las [APs pueden reducir la muerte
apoptotica o inhibirla parcialmente cuando es
inducida por la sobreexpresion de FADD, una
proteina adaptadora asociada al dominio de
muerte citosdlico del receptor CD95 (Fas/APO-
1/Fas/CD95), miembro de la superfamilia de
TNFR.

La habilidad de las |IAPs para regular la
muerte apoptética en muchas especies radica en
su capacidad de unirse e inhibir directamente a
algunas caspasas; algunos de los miembros de
esta familia contienen un dominio de
reclutamiento de caspasas (CARD), localizado
entre los dominios BIR y RING finger. Este
dominio se ha identificado en c-lAP1y c-lIAP2; el
significado funcional de este dominio en |a
actividad antiapoptotica de las IAPs aun no es
claro. En humanos XIAP, clAP1 y clAP2 son
inhibidores directos de las caspasas-3 y —7, ya
que previenen el procesamiento catalitico de
éstas e inhiben tambien a la caspasa-3, inducida
por la activacion de receptores de la familia de
TNF-R y por la liberacion de citocromo c al
citoplasma (15) (Fig 4B). Las IAPs no pueden
bloguear el proccesamiento catalitico de caspasa-
3 inducido por caspasa-8, pero si inhiben
directamente a la caspasa-3 activa. Se ha
demostrado que {as |APs bloquean también la

activacion de la caspasa-9 inducida por el
citocromo c, previniendo asi la activacion de la
caspasa-3 y —7. Estos resultados sugieren que la
caspasa-8 'y “‘el “citocromo ¢, activan a la
procaspasa-3 a través de vias independientes y
que ambas pueden ser bloqueadas por las IAPs
a diferentes niveles y que soélo las formas activas
de caspasa-3 .y —7 pueden asociarse a las |IAPs
cuando el estimulo se induce por la liberacion de
citocromo c¢. Se sabe también que estas
proteinas se pegan a la procaspasa-9 in vivo
previniendo su activacién, blogueando asi el
procesamiento de procaspasa-3 y la apoptosis.
La XIAP no soélo inhibe caspasa-8 sino también a
las caspasa-2 y —1. El dominio BIR de estas
proteinas parece ser suficiente para proteger de
muerte apoptética (12, 15). Un soélo dominio BIR
de XIAP es suficiente para bloquear el
procesamiento de la procaspasa-8 inducido por
el citocromo c, en tanto que el dominio RING no
tiene efecto. Otros dominios identificados en la
estructura de estas proteinas incluyen al dominio
UBC (ubiquitin-conjugating-domain), encontrado
en el dominio BRUCE. Aun no se sabe si esta
proteina puede inhibir la apoptosis, sin embargo
podria ser una conexion funcional entre las
proteinas involucradas en el proceso de muerte
apoptética y la ubiquitina, presente en el
proteasoma para la degradacion de proteinas.

Existen 3 genes proapoptéticos que
sélo se han identificado en Drosophila
melanogaster, denominados reaper (rpr), grim y
hid, de los cuales aun no se ha encontrado su
homélogo en mamiferos, sin embargo Reaper y
Grim pueden inducir apoptosis en células de
humano, la cual puede inhibirse por las clAPs.
Reaper y Grim se unen a la region de las 1APs
en donde se encuentra el dominio BIR. A traves
de esta interaccion, las 1APs pueden regular a
Reaper y Grim, alterando su distribucion celutar y
bloqueando su acceso a las caspasas que se
encuentren debajo de la cascada apoptoética
inhibiendo asi fa muerte celular. Estos
experimentos sugieren que la maquinaria de
muerte celular activada por Reaper y por Grim
esta funcionalmente conservada entre insectos y
mamiferos. Recientemente se ha identificado
que Doom, una proteina en Drosophila,
interactua con la region C-terminal de las 1APs.
Su sobreexpresion induce muerte apoptética, la
cual puede ser bloqueada por las |APs de
baculovirus.
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Otras protelnas que juegan un papel
importante durante el proceso de muerte son las
que. pertenecen a la familia de Rel/NF-xB,
factores de transcripcion que regulan la
expresion de varios genes e intervienen en
procesos como la proliferacion, la diferenciacion
celular y el desarrollo. Ltas proteinas Rel/NFxB
estan estructuralmente relacionadas a través de
una regién conservada N-terminal denominada
“Rel homology domain" (RHD), que contiene una
secuencia importante para la dimerizacién y
unién al ADN. Las funciones de estas proteinas
estan también moduladas por su interaccién con
las proteinas inhibidoras de la familia IxB. IxBa,
el miembro de esta familia mejor caracterizado,
interactia con homo y hetero-dimeros formados
por proteinas de la familia Rel/NFxB reteniendo
el complejo en el citoplasma y cubriendo una
sefal de localizaciéon nuclear. Una vez que la
célula recibe un estimulo, las moléculas de IkB
son rapidamente fosforiladas y degradadas por el
proteasoma, permitiendo que el dimero Rel/NF-
xB se transloque al ntcleo y regule asli la
transcripcién a través de la union a secuencias
especificas denominadas sitios kB localizadas en
la region promotora de genes especificos que
inducen un aumento en la frecuencia de
transcripcion {elementos “enhancer” o
reguladores de la transcripcion). Aunque la
muerte celular inducida por el TNF esta mediada
principalmente por el receptor TNFR1, éste y el
TNFR2 pueden transducir sefales intracelulares
que estimulan la degradacion de IxB. Las IAPs
juegan un papel importante en la activacién de
los miembros de la familia Rel/NFxB. La delecién
del dominio RING de clAP2 genera un inhibidor
dominante negativo del NF-xB que aumenta asi
los efectos citoliticos del TNF. Esto sugiere la
importancia funcional de la interaccion entre
clAP2 y el NF-xB que facilita una respuesta
celular protectora.

Recientemente se ha propuesto que
otro posible sitio de accion de las IAPs para
inhibir la apoptosis es la interaccion directa de
éstas con algun elemento de las vias de
senalizacion de la proteina cinasa c-Jun N-
terminal (JNK) que promueve muerte apoptoética
en algunos modelos celulares. Se sugiere que ia
sobreexpresion de clAP2 induce la activacion del
NF-kB por un mecanismo que involucra la
inactivacion de IkB. Se sabe también que el NF-
kB puede suprimir Ia activacion de las caspasas

Y que puede afectar negativamente a otras
proteinas antiapoptoticas.
La survivina, otro miembro de esta

familia de proteinas inhibidoras de apoptosis, se

expresa en proporciones muy altas en ceélulas
cancerosas de humanos. A diferencia de otras
IAPs, esto parece indicar que |la expresién de la
survivina define un evento comun asociado a la
patogénesis de una gran variedad de cénceres
humanos. En condiciones normales, hay bajos
niveles de expresiébn de survivina en tejido
adulto. El promotor de! gen de esta proteina
contiene 4 copias de elementos represores de la
fase G1, que estan implicados en controlar la
periodicidad del ciclo celular de algunos genes
que regulan las fases G2/M. Se le ha encontrado
asociada a microtidbulos del uso mitdtico de
células en mitosis, una reaccién regulada por la
actividad dinamica de los microtabulos. La
pérdida de interaccion de survivina con los
microtubulos durante la mitosis induce la pérdida
de su funcion antiapoptotica y un aumento en ia
actividad de la caspasa-3. Estas evidencias
indican que esta familia de proteinas esta
evolutivamente conservada Yy que tiene
diferentes mecanismos de accién para ejercer
sus efectos antiapopoticos. Aun no se ha
determinado con  exactitud el significado
fisiolégico de estas proteinas en células de
mamifero; sin embargo, su amplia distribucion en
los diferentes tipos celulares y su capacidad para
interactuar directamente con parte de las
moléculas clave del proceso apoptotico e inhibir
el proceso de muerte en diferentes puntos de la
cascada de activacién, las convierte en
componentes importantes de la maquinaria
celular que le permiten a ésta responder a los
diferentes estimulos externos a los que esta
expuesta.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las moléculas que participan en la muerte por
apoptosis constituyen elementos clave de un
proceso altamente conservado y elemental para
el mantenimiento de la homeostasis celular, asi
como para la adecuada formacion de tejidos
durante el desarrollo embrionario de los
mamiferos. Sabemos ahora que la muerte
apoptética estd regulada de manera muy
sofisticada en los distintos niveles presentes en
la cascada de sefnales en este proceso.
Pareceria ser que existen distintas vias
apoptéticas que dependen del tipo celular y del
agente inductor, y que la mayor parte de estas
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vias convergen en la activacién de las caspasas.
Estas caspasas, sin embargo, pueden ser
reguladas a su vez por inhibidores endégenos
selectivos o sobrepasadas por factores que
tnician la degradacion ordenada del ADN. Asl, la
relacion entre los distintos elementos
moleculares presentes en un momento dado de
fa vida de la célula definira cuando y como morira
ésta. Esto convierte a la muerte apoptdética, junto
con los procesos de diferenciacién y proliferaciéon
celular, en uno de los eventos mas complejos
que las células tienen que salvaguardar para el
mantenimiento de sus funciones vitales. Esto,
junto con la gran diversidad de patologias que
involucran a la muerte apoptética, ha abierto la
posibilidad de estrategias terapéuticas en el
tratamiento de algunas enfermedades asociadas
al envejecimiento, neurodegeneracion,
inmunodeficiencia, autoinmunidad y muchas
formas de cancer.
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